Régulation du récepteur natriurétique de type C par le monoxyde d'axote dans les cellules musculaires lisses vasculaires by Arejian, Maria
h2/f-5 /D— 7
Université de Montréal
Régulation du récepteur natriurétique de type C par le monoxyde
d’azote dans les cellules musculaires lisses vasculaires
par
Maria Arej jan jÇj%EX2 \.
Département de Physiologie
Faculté de Médecine
Mémoire présenté à la Faculté des études supérieures













L’auteur a autorisé l’Université de Montréal à reproduire et diffuser, en totalité
ou en partie, par quelque moyen que ce soit et sur quelque support que ce
soit, et exclusivement à des fins non lucratives d’enseignement et de
recherche, des copies de ce mémoire ou de cette thèse.
L’auteur et les coauteurs le cas échéant conservent la propriété du droit
d’auteur et des droits moraux qui protègent ce document. Ni la thèse ou le
mémoire, ni des extraits substantiels de ce document, ne doivent être
imprimés ou autrement reproduits sans l’autorisation de l’auteur.
Afin de se conformer à la Loi canadienne sur la protection des
renseignements personnels, quelques formulaires secondaires, coordonnées
ou signatures intégrées au texte ont pu être enlevés de ce document. Bien
que cela ait pu affecter la pagination, il n’y a aucun contenu manquant.
NOTICE
The author of this thesis or dissertation has granted a nonexclusive license
allowing Université de Montréal to reproduce and publish the document, in
part or in whole, and in any format, solely for noncommercial educational and
research purposes.
The author and co-authors if applicable retain copyright ownership and moral
rights in this document. Neither the whole thesis or dissertation, nor
substantial extracts from it, may be printed or otherwise reproduced without
the author’s permission.
In compliance with the Canadian Privacy Act some supporting forms, contact
information or signatures may have been removed from the document. While
this may affect the document page count, it does flot represent any loss of
content from the document.
11
Université de Montréal
Faculté des études supérieures
Ce mémoire intitulé
Régulation du récepteur natriurétique de type C par le monoxyde d’azote dans les
cellules musculaires lisses vasculaires
présenté par:
Maria Arejian
a été évalué par un jury composé des personnes suivantes:
Dr. Rémy Sauvé, président-rapporteur
Dr. Madhu Anand-Srivastava, directrice de recherche
Dr. Josette No1, membre du jury
111
RÉSUMÉ
Le peptide natriurétique auriculaire (ANP), un membre de la famille des peptides
natriurétiques, régule une variété de fonctions physiologiques en intéragissant avec les
récepteurs des peptides natriurétiques (NPR) localisés à la surface de la membrane
plasmique. Il existe trois isoformes des NPR: NPR-A, NPR-B et NPR-C. Les NPR-A et
les NPR-B sont des récepteurs transmembranaires avec une activité guanylate cyclase
intrinsèque alors que le NPR-C est un récepteur transmembranaire qui ne possède pas
d’activité guanylate cyclase. Ce récepteur est principalement couplé à la voie de
l’inhibition de l’adénylate cyclase par l’intermédiaire des protéines G inhibitrices (Gi).
Le NPR-C et sa voie de signalisation de l’adénylate cyclase sont régulés par une variété
de facteurs hormonaux tels que t’angiotensine II, l’endothéline et l’arginine
vasopressine. De plus, une altération de l’expression des protéines Gi, de l’activité de
l’adénylate cyclase et des taux intracellulaires d’AMPc a été observée dans un ensemble
de conditions pathologiques incluant l’hypertension. Les études récentes de notre
laboratoire ont démontré que le traitement des rats avec du N6-nitro-L-arginine methyl
ester (L-NAME). un inhibiteur de la synthase du NO, engendre l’augmentation de la
pression artérielle et de l’expression des protéines Giu ainsi que l’atténuation de
l’inhibition de l’adénylate cyclase activée par le NPR-C. Il n’est toutefois pas cormu si
l’atténuation de l’inhibition de l’adénylate cyclase observée dans les rats L-NAME est
attribuable à la diminution de l’expression de la protéine NPR-C. Puisque le L-NAME
est l’inhibiteur de la synthase du NO, il se pourrait que l’ensemble des effets observés
dans les rats L-NAME soient causés par les faibles niveaux du NO. Dans cette étude,
nous avons examiné l’effet d’une augmentation du NO sur l’expression et la
signalisation du NPR-C dans les cellules musculaires lisses vasculaires (CMLV).
Le traitement des CMLV de type Al O avec du SNAP. un donneur de NO, a diminué en
fonction du temps l’expression du NPR-C, de Gicx-2 et Gic-3, avec une inhibition
maximale de 25 à 35%. La diminution de l’expression du NPR-C par le SNAP a précédé
la baisse de l’expression des protéines Gi. La diminution des protéines GiŒ-2 et GiŒ-3 a
été observée après 6 h de traitement, alors que l’inhibition de l’expression du NPR-C a
été constatée après 2 h. Cette baisse de l’expression du NPR-C n’était pas accompagnée
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par l’atténuation de l’inhibition de l’adénylate cyclase couplée au NPR-C. Cette
observation pourrait être due aux niveaux non altérés des protéines GiŒ-2 et GiŒ-3 après
2 h. Par ailleurs, après 24 h de traitement des CMLV au SNAP, une diminution
simultanée de l’expression des protéines GiŒ et du NPR-C ainsi qu’une atténuation de
l’inhibition de l’adénylate cyclase induite par le NPR-C ont été observée. De plus,
1’ODQ. l’inhibiteur de la guanylate cyclase soluble (GCs), et le KT5823, l’inhibiteur de
la protéine kinase G, n’ont pas affecté la diminution de l’expression de la protéine
NPR-C. Également, le MnTBAP, un chélateur de la molécule du peroxynitrite, n’a pas
renversé la diminution de l’expression du NPR-C au niveau témoin. Le SNAP a
également diminué le degré de phosphorylation des «mitogen-activatedprotein kinases»
(MAPK), comme celui de «extracellular signaÏ-regulated kinase» (ERKY/2), «c-Jun N-
terminal kinase» (INK) et «p38 kinase» (p38). De plus, l’ODQ, le K15823 et le
MnTBAP n’ont pas influencé la diminution du degré de phosphorylation des MAPK.
L’ensemble de ces résultats démontre que le NO diminue l’expression du NPR-C par un
mécanisme indépendant de la GMPc et que la diminution du NPR-C et des protéines
Gia induite par le NO suit une relation temporelle. En conclusion, il peut être suggéré
que la régulation négative des protéines NPR-C et Gi par le NO pourrait représenter un
mécanisme additionnel par lequel NO régule la pression artérielle.
Mots clés : NO, NPR-C, protéines G, adénylate cyclase, GMPc, MAPK, CMLV
VSUMMARY
Atrial natriuretic peptide (ANP), a member of the family of natriuretic peptides
NP), regulates a variety of physiological functions by interacting with membrane
natriuretic peptide receptors NPR-A, NPR-B and NPR-C. The NPR-A/ NPR-B have
intrinsic guanylyl cyclase activity, whereas NPR-C lacks guanylyl cyclase activity and is
coupled to adenylyl cyclase inhibition through inhibitory guanine nucleotide regulatory
protein (GiŒ). The NPR-C and associated adenylyl cyclase signaling has been reported
to be regulated by various hormonal factors such as angiotensin II, endothelin, arginine
vasopressin. Furthermore, alterations in the levels of GiŒ proteins, adenylyl cyclase
activity and cAMP levels have been documented in various pathological states,
including hypertension. We have recently shown that inhibition of NO synthase by N6-
nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME) treatrnent resuits in the augmentation of blood
pressure, enhanced expression of GiŒ proteins and attenuation of NPR-C-mediated
inhibition of adenylyl cyclase. However, whether this attenuation is attributed to the
decrease in NPR-C protein expression is flot known. Since L-NAME is the inhibitor of
NO synthase and resuits in the attenuation of NO levels. it may be possible that the
decreased levels of NO may be responsible for the observed changes in L-NAME
hypertensive rats. The present studies were therefore undertaken to investigate the
modulation of NPR-C expression and associated adenylyl cyclase signaling by NO in
vascular srnooth muscle cells (VSMC).
Treatment of aortic VSMC and AlO VSMC with SNAP, an NO donor, decreased the
expression of NPR-C, GiŒ—2 and GiŒ—3 proteins in a time-dependant maimer. The
maximal inhibition was between 25-30%. The decreased expression of GiŒ proteins was
observed at 6 h. whereas, the decrease in NPR-C protein expression was observed at 2 h.
The decreased expression of NPR-C protein at 2 h when the levels of GiŒ were flot
altered was not reflected in NPR-C-mediated attenuation of adenylyl cyclase activity.
However, at 24 h, when the levels of both NPR-C and Gi were decreased. NPR-C
mediated inhibition of adenylyl cyclase was cornpletely abolished. furthermore, ODQ,
an inhibitor of soluble guanylyl cylase, and KT5823, an inhibitor of protein kinase G,
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were unable to restore the NO-induced decreased expression of NPR-C protein to
control levels, suggesting that NO-induced decreased expression of NPR-C protein was
flot mediated through a cGMP-dependent mechanism. In addition, MnTBAP, a
scavenger of peroxynitrite, was unable to restore to control levels the NO-induced
decreased expression of NPR-C protein, suggesting that peroxynitrite is not implicated
in NO-induced decreased expression of NPR-C. NO also decreased the activation status
of MAPK such as p-ERK1/2, p-INK and p-p38 in VSMC, which were not restored to
control levels by ODQ and MnTBAP. These resuits indicate that NO decreases NPR-C
protein expression by cGMP-independent mechanisms and that the decreased expression
of NPR-C and Gi proteins by NO follows a temporal relationship. It could thus be
suggested that NO-induced downregulation of NPR-C and Gi proteins that results in an
augmentation of cAMP levels may be an additional mechanism through which NO
regulates blood pressure.
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Le système cardiovasculaire est un système composé de vaisseaux sanguins qui
permettent de distribuer le sang riche en oxygène du coeur jusqu’aux tissus périphériques
et de ramener le sang pauvre en oxygène des tissus vers le coeur. Les vaisseaux sanguins
représentent donc un réseau de conduits important qui commence et termine au coeur et
qui permet la circulation du sang à travers l’organisme. Les vaisseaux sanguins se
divisent en trois catégories : artères, capillaires et veines. Les artères transportent le sang
riche en oxygène en provenance du coeur et se ramifient en capillaires. Ces derniers
permettent l’échange de nutriments et de gaz avec les cellules et se fusionnent pour
former les veines, qui amènent le sang vers le coeur (J).
1.1- STRUCTURE DES VAISSEAUX SANGUINS
La paroi des artères et des veines est constituée de trois tuniques la tunique interne, la
tunique moyenne et la tunique externe alors que la paroi des capillaires est seulement
composée de la tunique interne.
La tunique interne forme une surface lisse de cellules endothéliales qui entoure la
lumière de tous les vaisseaux. La fonction de cette couche est de minimiser la force de
friction du sang de la surface interne des vaisseaux. Cette monocouche de cellules
endothéliales, aussi appelée endothélium vasculaire, comporte à sa surface plusieurs
récepteurs impliqués dans la régulation de la pression artérielle, tels que les récepteurs à
l’acétylcholine, à l’angiotensine, à la noradrénaline mais possède aussi divers enzymes
comme la synthase du monoxyde d’azote et l’enzyme de conversion de l’angiotensine
(2,3).
La tunique moyenne est principalement composée de cellules musculaires lisses. Cette
tunique est la couche la plus épaisse dans les artères. Elle est innervée par les
neurofibres vasomotrices du système nerveux sympathique. Suivant les besoins de
l’organisme, le système nerveux sympathique envoie par l’intermédiaire des
neurofibres, des influx aux cellules musculaires lisses pour causer soit la vasodilatation
(augmentation du diamètre des vaisseaux) ou soit la vasoconstriction (diminution du
3diamètre des vaisseaux) des vaisseaux sanguins. La tunique moyenne est donc très
importante à l’échelle de la régulation de la pression artérielle et du débit sanguin. Les
cellules musculaires lisses formant la tunique moyenne présentent à leurs surfaces une
variété de récepteurs tels que les récepteurs à l’angiotensine, aux peptides natriurétiques
et à l’endothéline (3,4).
La tunique externe est formée des fibres de collagène qui ont le rôle de protéger les
vaisseaux et de les ancrer aux structures avoisinantes. Cette couche est innervée de
neurofibres et de vaisseaux lymphatiques. La tunique externe des gros vaisseaux, les
artères et les veines, est également parcourue par des petits vaisseaux sanguins qui
nourrissent les cellules de la surface externe de cette tunique (1).
1.2- PRESSION ARTÉRIELLE
La pression artérielle, aussi appelée tension artérielle, est la pression du sang exercée sur
la paroi des artères. La lecture de la pression artérielle se décompose en pression
artérielle systolique et en pression artérielle diastolique. La pression artérielle systolique
représente la pression du sang sur la paroi des artères durant la contraction du ventricule
gauche, alors que la pression artérielle diastolique reflète la pression du sang sur les
artères lorsque le ventricule gauche est en repos (1).
1.3- MÉCANISMES DE RÉGULATION DE LA PRESSION ARTÉRIELLE
La pression artérielle est régulée par deux types de mécanismes : les mécanismes de
régulation à court ternie et les mécanismes de régulation à long tenue. La régulation des
fluctuations ponctuelles de la pression artérielle par le système nerveux et par certaines
substances hématogènes compose les mécanismes de régulation à court terme. Par
ailleurs, les mécanismes de régulation à long terme régissent la pression artérielle en
modulant l’activité des reins.
41.3.1- Mécanismes de régulation à court ternie
1.3.1.1- Mécanismes nerveux
Les mécanismes nerveux de régulation à court terme ont le rôle de distribuer le sang de
manière adéquate pour répondre aux besoins de l’organisme et de maintenir une
pression artérielle stable toute en modifiant le diamètre des vaisseaux sanguins.
Le centre vasomoteur est une région du bulbe rachidien qui régit les changements de
diamètre des vaisseaux sanguins. Il est constitué de neurones sympathiques qui
transmettent des influx nerveux aux muscles lisses des artérioles. Le centre vasomoteur
dirige, via ses neurofibres vasomoteurs sympathiques, le degré de vasoconstriction des
artérioles en affectant la libération d’un vasoconstricteur puissant, la noradrénaline. Une
augmentation de l’activité du système nerveux sympathique provoque une élévation de
la relâche de la noradrénaline par le centre vasomoteur, induisant la vasoconstriction des
artérioles et donc l’élévation de la pression artérielle. Contrairement, une diminution de
l’activité sympathique provoque la relâche de l’acétylcholine, causant ainsi la dilatation
des muscles lisses des artérioles et une baisse de la pression artérielle. L’activité du
centre vasomoteur est influencée par les barorécepteurs et les chimiorécepteurs (1).
Les barorécepteurs sont des récepteurs qui répondent aux variations de la pression
artérielle. Ces derniers se situent dans les sinus carotidiens, le sinus de l’aorte ainsi que
dans les parois des grosses artères du cou et du thorax. En cas d’une augmentation de la
pression artérielle, les barorécepteurs s’étirent, transmettent des influx nerveux au centre
vasomoteur et induisent l’inhibition du centre vasomoteur. Cette inhibition provoque la
baisse de la relâche de la noradrénaline et donc la vasodilatation des artérioles et la
baisse de la pression artérielle (1).
Les chimiorécepteurs sont des récepteurs qui réagissent aux fluctuations des
concentrations d’oxygène et de gaz carbonique dans le sang. Ces récepteurs se situent
principalement dans la crosse de l’aorte et les sinus carotidiens, à proximité des
barorécepteurs. Lorsque la concentration en oxygène diminue dans le sang, les
chimiorécepteurs stimulent le centre vasomoteur, et par conséquent, favorise la
vasoconstriction des artérioles. Cette dernière entraîne la hausse de la pression artérielle
5qui s’ensuit par une hausse du débit cardiaque. L’augmentation du débit cardiaque
permet l’apport additionnel d’oxygène dans le sang mais permet aussi l’accélération du
retour du sang riche en gaz carbonique dans le coeur et aux poumons. Le retour rapide
du sang favorise l’oxygénation du sang et l’apport essentiel d’oxygène aux tissus
périphériques (1).
1.3.1.2- Mécanismes chimiques
Autres que l’oxygène et le gaz carbonique, certaines substances qui circulent dans le
sang peuvent également influencer la pression artérielle. Ces molécules plasmatiques
médient leurs actions vasoactives en agissant directement sur les cellules vasculaires
musculaires lisses ou sur le centre vasomoteur. Parmi ces substances, les hormones sont
une des plus importantes dans la régulation de la pression artérielle. L’adrénaline, la
noradrénaline, l’angiotensine, la vasopressine et l’endothéline sont tous des exemples
d’hormones qui influencent la régulation de la pression artérielle.
En situation de stress, l’adrénaline et la noradrénaline, deux hormones importantes
libérées par la glande surrénale, provoquent une vasoconstriction. Ces dernières agissent
sur les récepteurs a-adrénergiques des cellules vasculaires musculaires lisses des
artérioles et induisent leur effet vasoconstricteur, tout en augmentant la pression
artérielle. D’autre part, lorsque la pression artérielle chute de façon importante, la
vasopressine est relâchée par l’hypothalamus. Cette hormone réduit la diurèse,
augmentant ainsi le volume sanguin, un déterminant important de la pression artérielle.
Ce phénomène provoque une vasoconstriction des artérioles et par conséquent, engendre
l’élévation de la pression artérielle.
La diminution du débit cardiaque cause la relâche d’endothéline par les cellules
endothéliales. Cette hormone affecte les cellules musculaires lisses vasculaires (CMLV)
et engendrent une vasoconstriction. De plus, l’angiotensine II, un peptide important
produit par les reins, est impliquée dans la régulation de la pression artérielle à court
terme et à long terme. Elle augmente la tension artérielle en induisant la vasoconstriction
des artérioles (1).
61.3.2- Mécanismes de régulation à long terme
Le contrôle de la pression artérielle pour des périodes prolongées est maintenu par les
reins. La pression artérielle est dépendante du débit cardiaque, quantité de sang éjectée
par le coeur en une minute. Par conséquent, tout facteur qui influence ce paramètre altère
directement la pression artérielle. Le volume sanguin, étant un déterminant marquant du
débit cardiaque, représente un paramètre important dans le maintien de l’homéostasie de
la pression artérielle. Une augmentation du volume sanguin provoque l’accumulation
excessive de liquide dans les vaisseaux. Ceci entraîne la hausse du débit cardiaque et par
conséquent, l’augmentation de la pression artérielle. Suivant la même logique, une
baisse du volume sanguin est suivie par une baisse de la pression artérielle. Pour contrer
ces déséquilibres, les reins, régissent le volume sanguin, afin de maintenir les limites
normales de la pression artérielle. La hausse du volume sanguin amène les reins à
diminuer celui-ci en stimulant la formation de filtrat et l’élimination de liquide dans
l’urine. De même, la chute du volume sanguin déclenche la rétention d’eau par les reins.
Ce phénomène augmente le volume sanguin et par conséquent cause la hausse de la
pression artérielle.
Les reins non seulement maintiennent l’homéostasie de la pression artérielle en
modifiant le volume sanguin mais contrôlent celle-ci par un mécanisme hormonal
faisant intervenir le système rénine-angiotensine. Lorsque la pression artérielle diminue,
les reins libèrent de la rénine. Cette dernière stimule la formation d’angiotensine II, un
puissant vasoconstricteur, qui stimule l’augmentation de la pression artérielle.
L’angiotensine II stimule à son tour la relâche de l’aldostérone et de la vasopressine, qui
eux favorisent la réabsorption d’eau et de sodium, amenant ainsi l’élévation du volume
sanguin et de la pression artérielle (J).
1.4- VARIATIONS DE LA PRESSION ARTÉRIELLE
Le maintien d’une pression artérielle adéquate est essentiel au bon fonctionnement de
l’organisme. Les limites normales de la pression artérielle chez un individu varient entre
110 et 140 millimètre de mercure (mm Hg) pour la pression systolique et entre 70 et 20
mm Hg pour la pression diastolique. Des changements infimes au niveau des diamètres
7des vaisseaux sanguins peuvent entraîner des variations considérables de la pression
artérielle.
1.4.1- Hypotension
L’hypotension correspond à une baisse de la pression artérielle. Cette situation se traduit
par une valeur de la pression systolique inférieure à 100 mm Hg et par une valeur
inférieure à 70 mm Hg pour la pression diastolique. Dans la majorité des cas,
l’hypotension résulte d’une situation précise et ne porte pas à conséquence. Un individu
anémique ou avec des problèmes aux glandes thyroïdes peut par exemple éprouver des
symptômes d’hypotension chronique, alors qu’un individu en état de choc éprouverait
l’hypotension artérielle aigu (J).
1.4.2- Hypertension
L’hypertension, ou haute pression artérielle, est considérée par des valeurs de la pression
artérielle systolique supérieures à 140 mm Hg et par une pression diastolique supérieure
à 90 mm Hg. Des élévations transitoires de la pression artérielle ne porte pas à
l’inquiétude. néanmoins, une pression artérielle élevée de manière chronique est une
situation grave qui porte à conséquences. L’hypertension persistante augmente les
risques de développement de maladies vasculaires, de l’insuffisance rénale et d’un
accident vasculaire cérébrale. Plus la pression artérielle est haute, plus grands sont les
risques de complications cardio-vasculaires, rénales et cérébrales (1,3). L’hypertension
est souvent accompagnée d’anormalités métaboliques comme une intolérance au
glucose, une sensibilité à l’insuline, à l’obésité et à une dyslipidémie (5).
1.5- TYPES D’HYPERTENSION
L’hypertension est catégorisée en deux grandes classes. Lhypertension est dite de type
essentiel, lorsqu’aucune cause précise n’est responsable de l’apparition de la maladie.
Lorsque les causes responsables de l’apparition de l’hypertension sont identifiables chez
un individu, l’hypertension est de type secondaire. L’hypertension essentielle est
incurable par contre, elle peut être stabilisée au moyen de médicaments, d’un régime
particulier et d’exercice. Les facteurs de cause à l’origine de l’hypertension secondaire
$peuvent être traités de façon définitive par des médicaments. L’hypertension est
essentielle dans la très grande majorité des cas (95%). alors que 5% des cas cliniques
sont dus à l’hypertension secondaire (6). La grossesse et certaines conditions rénales ou
endocriniennes telles que Fhypersécrétion de rénine ou l’hyperthyroïdie, peuvent être
les facteurs de cause de fhypertension secondaire. Un individu ayant une prédisposition
héréditaire à faire de la haute pression artérielle manifeste l’hypertension essentielle
(1,7).
1.6- CAUSES FAVORISANT UNE HYPERTENSION ESSENTIELLE
Bien que la cause précise de l’hypertension essentielle reste inconnue dans la majorité
des cas, il existe toutefois des facteurs de risques qui peuvent contribuer à la
manifestation de cette maladie. Un régime alimentaire riche en sodium et en graisses
saturées fait partie des facteurs favorisant l’hypertension. L’âge, le sexe, le stress, le
tabagisme. la race et l’hérédité sont tous des facteurs de risques. De plus, l’hypertension
est une maladie multifactorielle c’est-à-dire, la coexistence de plusieurs facteurs de
risques chez un même patient peut contribuer à la manifestation de cette pathologie
(1,6).
1.7- CONSÉQUENCES DE L’HYPERTENSION
Lorsque l’hypertension n’est pas maîtrisée par un suivi régulier, elle peut avoir des
complications cardiaques, neurologiques et rénales.
1.7.1- Complications cardiaques
Lorsque le coeur travaille à haute pression pour une longue période de temps, le surcroît
de travail entraîne une hypertrophie du coeur. Les cavités cardiaques se dilatent et le
muscle cardiaque outrepasse sa capacité de pomper le sang avec un débit sanguin stable,
faisant apparaître les signes d’insuffisance cardiaque. L’hypertension facilite aussi la
formation de dépôt lipidique dans les vaisseaux sanguins et provoque l’athérosclérose. À
mesure que les vaisseaux sanguins s’obstruent, les probabilités de développer un
infarctus du myocarde augmentent (1, 7).
91.7.2- Complications neurologiques
L’hypertension atteint fréquemment le système nerveux central. Elle se manifeste par la
survenue d’un accident vasculaire cérébral hémorragique, par une rupture d’un vaisseau
cérébral ou par l’obstruction d’une artère à cause d’un caillot sanguin. L’hypertension
peut aussi atteindre le système vasculaire de l’oeil en engendrant des modifications
rétiniennes (1, 7).
1.7.3- Complications rénales
Au niveau des reins, l’hypertension artérielle favorise la survenue d’une insuffisance
rénale. Les CMLV des vaisseaux peuvent s’hypertrophier et éclater. À long terme, les
reins perdent leur capacité de réguler le volume sanguin et par conséquent, la pression
artérielle (1, 7).
1.8- TRAITEMENTS PHARMACOLOGIQUES DE L’HYPERTENSION
L’hypertension artérielle essentielle est incurable mais peut être contrôlée par plusieurs
moyens. Le traitement vise à normaliser les valeurs de la pression systolique et
diastolique, afin de prévenir les complications subséquentes.
1.8.1- Traitement lié au régime alimentaire et aux habitudes de vie
Un régime alimentaire faible en sel, en gras et en cholestérol, la perte de poids,
l’abandon du tabagisme et la maîtrise du stress peuvent parfois suffire à normaliser la
pression artérielle (1,7).
1.8.2- Traitement médicamenteux
Les médicaments diurétiques, les bloqueurs des récepteurs B-adrénergique, les
inhibiteurs calciques, les inhibiteurs de l’enzyme de conversion de l’angiotensine font
partie des médicaments anti-hypertenseurs. Les diurétiques diminuent le volume sanguin
par perte d’eau et de sodium, induisant conséquemment la baisse de la pression
artérielle. Les bloqueurs des récepteurs B-adrénergique agissent en diminuant l’activité
des catécholamines sur le coeur et réduisent la sécrétion de rénine. Les inhibiteurs
calciques inhibent le transport transmembranaire du calcium, réduisant ainsi la capacité
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vasoconstrictrice des fibres vasculaires musculaire lisse. En dernier lieu, les inhibiteurs
de l’enzyme de conversion de l’angiotensine empêchent la stimulation du système
rénine-angiotensine-aldostérone et réduisent les taux circulants d’angiotensine et
d’aldostérone (1).
2- SIGNALISATION TRANSMEMBRANAIRE ET
SYSTÈME ADÉNYLATE CYCLASE
2.1- DESCRIPTIONS GÉNÉRALES
Les stimuli extracellulaires hydrophiles ne peuvent traverser la membrane plasmique
lipophile de la cellule. Le message de ceux-ci doit donc traverser la cellule par
l’intermédiaire d’un système de signalisation transmembranaire. Cette voie de
signalisation est constituée de trois éléments: un récepteur, une protéine G et un
effecteur. Chaque constituant de cette voie joue un rôle important dans la transduction
efficace des signaux extracellulaires à F intérieur de la cellule. Les récepteurs
membranaires permettent le passage de l’information véhiculée par le signal
extracellulaire vers le cytoplasme, sans que le ligand ne pénètre à l’intérieur de la cellule
cible. Les protéines G convoient le signal reçu par les récepteurs jusqu’aux protéines ou
enzymes effectrices (adénylate cyclase (AC); phospholipase C (PLC)) jouant ainsi le
rôle de transducteur dans la cascade de signalisation. En dernier, les effecteurs
produisent des seconds messagers qui activent une variété de cibles intracellulaires dans
le but d’exercer des réponses physiologiques.
Parmi les voies de signalisation transmembranaire, la voie de l’adénylate cyclase (AC)
est celle la mieux caractérisée et étudiée. Elle médie les réponses physiologiques d’une
variété d’hormones et de neurotransmetteurs. L’AC constitue une famille d’enzymes
membranaires qui transforme l’adénosine triphosphate (ATP) en adénosine
monophosphate 3’ 5’ cyclique (AMPc). L’AMPc produit par cette enzyme permet la
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transduction et la transformation du message extracellulaire en actions physiologiques.
Chaque composante de ce système sera détaillée dans les prochaines sections.
2.2- RÉCEPTEURS COUPLÉS AUX PROTÉINES G
Les récepteurs couplés aux protéines G (RCPG) font partie d’une famille de protéines
possédant sept domaines transmembranaires. Ces récepteurs sont dépourvus d’activité
enzymatique intrinsèque mais sont couplés à des systèmes enzymatiques via les
protéines G. Les RCPG sont constitués de trois segments : le segment extracellulaire
(extrémité N-terminale), le segment intracellulaire (extrémité C-terminale) et le segment
transmembranaire. Le segment extracellulaire des RCPG est un domaine avec une
séquence d’acides aminés variable qui possède majoritairement des sites pour la N
glycosylation, une réaction qui affecte l’expression et l’activité des RCPG. Le segment
intracellulaire des RCPG est un domaine constitué d’une séquence invariable d’acides
aminés. Ce segment possède des sites pour la phosphorylation et la palmitoylation, deux
réactions importantes pour les phénomènes de désensibilisation et d’internalisation des
récepteurs. Le segment transmembranaire est formé de sept hélices qui traversent la
membrane sept fois. Ces sept hélices transmembranaires sont reliées entre elles par trois
boucles intracellulaires (il, i2, i3) et trois boucles extracellulaires (cl, e2, e3) (Figure
lA). La lumière, les neurotransmetteurs, les hormones, les neuropeptides et les
glycoprotéines (hormone lutéinisante, thyréotrophine, hormone folliculo-stimulante (8))
sont tous des stimuli qui activent les RCPG (9). La fixation du ligand au domaine
extracellulaire provoque le déplacement des hélices transmembranaires les unes par
rapport aux autres, d’où un changement conformationnel du récepteur, provoquant
l’activation et l’association des protéines G au domaine intracellulaire plus précisément,
aux boucles intracellulaires i2 et i3 (10). Les récepteurs Œ2-adrénergiques, de
l’angiotensine II, les récepteurs dopaminergiques de type D2, les récepteurs de
l’endothéline de type B et les récepteurs muscariniques de type 2 et 4 sont tous des
exemples de récepteurs à sept domaines transmembranaires couplés aux protéines G.
Bien que la cascade de signalisation des protéines G soit majoritairement activée par les
RCPG à sept domaines transmembranaires, il a été démontré que les récepteurs à un
domaine transmembranaire (Figure 13) peuvent également activer les protéines G
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comme dans le cas du récepteur natriurétique de type C et du récepteur de l’insuline
(11,12).
Figure 1. Structure des récepteurs couplés aux protéines G (RCPG)
(A) RCPG à sept domaines transmembranaires




Les protéines G appartiennent à une famille de protéines avec activité GiPase faible,
capable d’hydrolyser la guanosine triphosphate (GTP) en guanosine diphosphate (GDP).
Il existe deux grandes classes de protéines G : les protéines G hétérotrimériques et les
protéines G cytosoliques. Les protéines G hétérotrimériques sont des protéines ancrées à
la surface cytosolique de la membrane plasmique et sont constituées de trois sous-unités:
(X, f3 et y. D’autre part, les protéines G cytosoliques1 (20-3 0 kiloDalton (kDa)) sont des
petites protéines monomériques impliquées dans la régulation de processus
intracellulaires (9). La sous-unité X des protéines G membranaires (40-46 kDa) confère
la spécificité de la protéine G et elle fixe les nucléotides guanyliques, soit le GTP ou soit
le GDP. Parmi les protéines G hétérotrimériques. les protéines G stimulatrices (Gs) et
les protéines G inhibitrices (Gi) sont celles impliquées dans la voie de l’AC. Il existe
quatre isoformes de la sous-unité x des protéines Gs issues de l’épissage alternatif d’un
seul gène. alors quil existe trois isoformes de la sous-unité o des protéines Gi, Gicx- 1,
Gi-2 et Gi-3, chacun provenant de l’épissage d’un gène différent. La sous-unité (X est
en contact direct avec la sous-unité f3 mais n’intéragit pas avec la sous-unité y. Par
ailleurs, les sous-unités f3 (35-36 kDa) et y (8-9 kDa) sont constamment associées et
restent liées lorsqu’elles exercent leurs effets de signalisation. En d’autres termes, les
sous-unités f3y sont considérées comme une unité fonctionnelle (9).
2.3.2- Activation des protéines G
Au repos, les trois sous-unités des protéines G sont associées et la sous-unité X porte le
GDP. Lorsque le RCPG lie un ligand, la conformation du RCPG se modifie lui
permettant de s’associer à la protéine G. L’intéraction avec le récepteur pousse la
protéine G à échanger son GDP contre un GTP et par conséquent active la protéine G.
Lactivation de cette dernière aboutit à la dissociation du trimère en sous-unité (X et en
Les protéines G cytosoliques ne seront pas détaillées dans les prochaines sections et ne font pas sujet de
notre étude. Par conséquent, toute mention du terme ‘protéine G’ dans les prochaines sections se réfère
exclusivement aux protéines G hétérotrimériques (membranaires).
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sous-unité J3y. La sous-unité o garde sa conformation active tant qu’elle est associée au
GTP par contre, lorsque le GTP est hydrolysé en GDP, la sous-unité tx revient à son état
initial inactif et s’associe de nouveau à la sous-unité
f3y
(Figure 2) (13).
Il est à noter que plusieurs types de récepteurs peuvent activer simultanément le même
sous-type de protéine G. En d’autres termes, deux récepteurs différents peuvent activer
tous les deux l’AC en activant chacun un ensemble de protéines Gs. Dans les
hépatocytes, par exemple, l’activation des récepteurs f3-adrénergiques et de glucagon
active les protéines Gs lors du processus de la dégradation du glycogène. La quantité










Figure 2. Cycle d’activation et d’inactivatïon des protéines G
Abréviations: GTP, guanosine triphosphate; GDP, guanosine dihosphate.
Schéma modifié de : www.answers.com/topic/g-protein
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2.3.3- Fonctions des protéines G
La sous-unité Œ liée au GTP se lie à des protéines effectrices, comme des enzymes (AC)
ou des canaux ioniques, et elle modifie leurs activités. Les enzymes cellulaires activées
par la sous-unité Œ provoquent la formation et la mise en jeu de seconds messagers tel
que l’AMPc. Ces derniers sont des signaux chimiques intracellulaires permettant
d’activer une variété de substrats cytoplasmiques. Les protéines G peuvent également
agir autrement qu’en activant l’AC. Elles peuvent stimuler l’ouverture des canaux
potassiques dans les cellules cardiaques comme elles peuvent activer la voie de
signalisation de la PLC faisant intervenir les seconds messagers d’inositol 1,4,5
triphosphate (1P3) et du diacylglycérol (DAG) (14).
Il a été autrefois documenté que seulement les sous-unités u des protéines G peuvent
activer les molécules effectrices. Néanmoins, il a été découvert que le complexe f3y peut
également stimuler des canaux potassiques, des canaux calciques, des phospholipases
ainsi que réguler soit négativement ou soit positivement l’activité de certaines isoformes
de l’AC (15).
2.3.4- Régulation des protéines G
L’activité des protéines G peut être altérée par certaines toxines bactériennes. La
bactérie Vibrio choÏerae qui cause la maladie intestinale du choléra produit une toxine
cholérique protéique de 87 kDa. Une fois à l’intérieur de la cellule, cette toxine catalyse
le transfert de l’unité adénosine diphosphate (ADP)-ribose du nicotinamide adénine
dinucléotide (NAD) sur la chaîne latérale d’une arginine de la sous-unité a de la
protéine Gs. Cette réaction irréversible entraîne l’activation continue de la protéine Gs
car celle-ci devient incapable d’hydrolyser le GTP en GDP. En conséquence, la toxine
cholérique engendre l’activation constante de l’AC et la production de haute
concentration d’AMPc (environ 100 fois plus que la normale). Par ailleurs, la bactérie
Bordetella pertussis responsable de la coqueluche produit la toxine pertussique qui
catalyse l’ADP-ribosylation de la sous-unité u de la proteine Gi. Cette réaction
irréversible empêche l’activation de la protéine Gi car cette toxine inhibe le transfert du
GDP en GTP de la sous-unité tx de la protéine Gi. Par conséquent, la protéine Gi ne peut
inhiber l’activité de l’AC (14).
L’expression des protéines G peut aussi être modifiée par certaines conditions
pathologiques ainsi que par certains peptides vasoactifs. Dans les conditions de
défaillance cardiaque, de diabète et d’hypertension, les niveaux d’expression des
protéines Gs et Gi sont altérés. En effet, dans le modèle expérimental de rats
spontanément hypertendus (SHR), un modèle analogue de l’hypertension essentielle
humaine ainsi que dans le modèle expérimental de rats hypertendus par l’ingestion de
concentration élevée de sel du déoxycorticostérone (DOCA-sait), les niveaux des
protéines GiŒ-2 et GiŒ-3 sont augmentés. De plus, l’angiotensine II et l’endothéline,
deux peptides vasoactifs dont les niveaux sont élevés dans la maladie d’hypertension,
augmentent l’expression des protéines Gia-2 et GiŒ-3 dans les CMLV (16j7). La
vasopressine, une hormone vasoconstrictrice, augmente l’expression des protéines GiŒ
2, GiŒ-3 et de Gs (18). D’autre part, le peptide natriurétique auriculaire, un peptide
vasodilatateur dont les concentrations plasmatiques sont élevées chez les patients
hypertendus, diminue l’expression des protéines Giu-2 et GiŒ-3 dans les CMLV (16).
2.4- ADÉNYLATE CYCLASE
2.4.1- Structure
L’AC est une protéine composée de deux domaines hydrophobes comprenant chacun six
hélices transmembranaires (Ml et M2). Les deux domaines sont reliés ensemble par
deux boucles hydrophiles situées du côté cytoplasmique de la membrane cellulaire (Cl
et C2). Ces boucles contiennent les sous-unités catalytiques de l’AC. La sous-unité Œ de
la protéine Gs se lie principalement à la boucle C2 alors que, la sous-unité Œ de la
protéine Gi s’associe à la boucle Cl (19).
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2.4.2- Isoformes
Chez les mammifères, neuf isoformes d’AC membranaires et une isoforme d’AC
soluble ont été isolées et caractérisées. Le profil d’expression et de distribution de l’AC
varie en fonction des isoformes. Les isoformes d’AC membranaires sont exprimées de
façon ubiquitaire néanmoins, certaines isoformes se localisent majoritairement dans
certains tissus spécifiques. L’AC de type 5 et 6 sont par exemple principalement
exprimé dans le coeur. Par ailleurs, la forme soluble de l’AC est seulement exprimée
dans les organes reproducteurs mâles, les testicules (19).
2.4.3- Activation
Les protéines G agissent en tant que transducteur du signal extracellulaire. Elles sont par
conséquent les intermédiaires de l’activation ou de l’inhibition de l’AC. L’association de
la sous-unité x (liée au GTP) au domaine catalytique de l’AC résulte dans la modulation
de l’activité enzymatique de celle-ci. L’activité de l’AC est contrôlée par deux types de
protéines G Gs et Gi. La stimulation des récepteurs conduit à l’activation des protéines
Gi ou Gs et elle résulte ensuite dans la production ou l’inhibition de l’AMPc.
2.4.4- Fonctions
LAMPe produit par 1AC conduit à l’activation de certaines protéines effectrices
spécifiques telles que les protéines kinases dépendantes de l’AMPc (PKA). Ces enzymes
catalysent la phosphorylation des résidus sérine et thréonine de diverses molécules
cibles dont beaucoup sont des enzymes. L’activation de ces dernières conduit à la
stimulation de certains substrats comme des facteurs de transcription, des protéines
cytosoliques et nucléaires (13). L’AMPc active également des phosphodiestérases
spécifiques qui dégradent ce messager second puisque ce dernier possède une durée
d’action très brève et ne s’accumule pas dans le cytoplasme. La succession des réactions
biochimiques amorcées par l’AMPc dépend du type de la cellule cible. Une des réponses
physiologiques importante que les PKA affectent est la vasodilatation des artères. Ces
enzymes diminuent la résistance périphérique en empêchant la phosphorylation des
chaînes de myosines légères. Cette action inhibe la vasoconstriction des vaisseaux et
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bloque par conséquent la hausse de la pression artérielle. Dans les cellules
thyroïdiennes, par exemple, l’AMPc produite en réaction à la liaison de la
thyréotrophine favorise la synthèse de la thyroxine. Dans les cellules osseuses et
musculaires, l’AMPc produite par la liaison de l’hormone de croissance provoque des
réactions de synthèse au cours desquelles les acides aminés forment des protéines
tissulaires (J).
2.4.5- Régulation de l’activité de l’AC
2.4.5.1- Régulation par les protéines G
L’activité de chaque isoforme de l’AC est régulée différemment par les protéines G. La
sous-unité tx de la protéine Gs active toutes les isoformes d’AC membranaire, alors que
la sous-unité o de la protéine Gi inhibe seulement les isoformes de type 5 et 6. Autres
que les sous-unités Œ, les sous-unité 3’y des protéines G peuvent également agir comme
médiateur intracellulaire en activant à leurs tours les AC de type 2, 4 et 7 ou en inhibant
l’isoforme de type 1, 5, 6 et 2 (Tableau I) (19). Au cours des différentes étapes de
l’activation de ce système, il y a amplification du signal c’est-à-dire chaque complexe
ligand/récepteur active de nombreuses protéines G et pendant cette période, chaque
protéine G active plusieurs AC catalysant ainsi la synthèse d’un grand nombre de
molécules d’AMPc (9).
2.4.5.2- Régulation par divers agents
Autres que les protéines G, l’activation de l’AC peut être régulée par les PKA, les
protéines kinases dépendantes du calcium (PKC), la forskoline (FSK) et le calcium. La
forskoline active toutes les isoformes de la l’AC sauf celle de type 9. Les PKA inhibent
l’activité de l’AC de type 5 et 6 en phosphorylant ces dernières. Les PKC stimulent
l’AC de type 1, 2, 3, 5 et 7 et inhibent l’AC de type 4 et 6. Le calcium affecte également
l’AC en stimulant (AC type 1, 3, 8) ou en bloquant (AC type 5, 6) l’activité de cette
enzyme membranaire. Contrairement aux isoformes membranaires, l’AC soluble peut
seulement être régulé par le calcium et le bicarbonate (Tableau I) (19).
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Tableau I. Distribution et régulation des différentes isoformes de l’adénylate cyclase
Distribution Régulation par Régulation par Régulation
Isoforme
Tissulaire protéines G protéine kinase par calcium
Ga t stimulation
I Cerveau PKC : stimulation stimulation
G3-y: inhibition
Cerveau, poumon. Gc t stimulation
2 PKC t stimulation
muscle squelettique G137: stimulation
Cerveau, pancréas,
3 Épithélium GŒ: stimulation PKC : stimulation stimulation
olfactaire
Gx t stimulation
4 Ubiquitaire PKC t inhibition
Gf3y: stimulation
Ga5: stimulation
Coeur, cerveau, rein. PKC : stimulation
5 Gf3yt inhibition inhibition
poumon, utérus PKA: inhibition
Gai: inhibition
Gx5 : stimulation
Coeur, Rein. PKC t inhibition
6 G3’y: inhibition inhibition
Ubiquitaire PKA t inhibition
Gu1t inhibition
Ubiquitaire Gc t stimulation
7 PKC t stimulation
surtout cerveau Gfry: stimulation
8 Cerveau, pancréas Gat stimulation stimulation
Cerveau, Goe t stimulation
9
muscle squelettique G3-y t inhibition





) indique effet non observé ou non étudié
Abréviations. PKC, protéine kinase dépendante du calcium; PKA, protéine kinase dépendante de
l’AMPc. Référence: Sunahara R., Taussig R. Isoforms of mammalian adenylyl cyclase:
Multiplicities of signaling, Molecular Interventions. 2002; 2 (3), p. 172.
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2.5- ALTÉRATIONS DU SYSTÈME AC DANS LA PATHOLOGIE DE
L’HYPERTENSION
Des altérations dans le fonctionnement du système adénylate cyclase sont impliquées
dans diverses conditions pathologiques comme l’hypertension (20), l’insuffisance
cardiaque (21) et le diabète (22). Tout agent qui modifie l’expression ou l’activité des
récepteurs ou des transducteurs couplés à l’AC induit soit une baisse soit une hausse de
la production d’AMPc. La baisse continue des niveaux intracellulaires d’AMPc
compremet le maintien d’une pression artérielle stable et elle est impliquée dans le
développement de la pathogénèse de l’hypertension. Comme mentionné dans les
sections précédentes, les PKA permettent de maintenir une pression artérielle normale
en diminuant la résistance périphérique des artères. Le manque d’activation des PKA
engendré par une baisse d’AMPc entraîne par conséquent, la vasoconstriction et la
hausse de la pression artérielle. À cet égard, la diminution de la stimulation de l’AC par
certaines hormones comme le glucagon, l’adénosine et l’adrénaline, a été observé dans
les coeurs et les aortes de rats hypertendus de type SHR (23) et DOCA-salt (24).
3- PEPTIDES NATRIURÉTIQUES
La famille des peptides natriurétiques est composée de trois membres le peptide
natriurétique auriculaire (ANP), le peptide natriurétique du cerveau (BNP) et le peptide
natriurétique de type C (CNP). Ces trois peptides sont encodés par trois gènes différents
mais possèdent tous une structure en anneau de 17 acides aminés lié par un pont
disulftire (25).
3.1- ANP
L’ANP est synthétisé sous forme de précurseur de grande taille, le préproANP de 151
acides aminés. Le clivage par protéolyse du segment N-terminal du préproANP résulte
dans la formation du proANP (126 acides aminés) qui est entreposé majoritairement
dans les vésicules des oreillettes du coeur. Dans les conditions physiologiques, ce
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peptide se trouve également en faible concentration dans les ventricules et les reins (4).
Sous l’effet de la distension des oreillettes, de l’augmentation des forces de cisaillement
du sang et de la pression artérielle, le proANP est clivé par une protéase en ANP mature
de 28 acides aminés puis, il est sécrété en abondance dans la circulation sanguine. Cette
hormone peptidique régule ses fonctions biologiques par mode d’action endocrine et elle
possède une demi-vie de 1-3 minutes (26). L’ANP, un puissant vasodilatateur, ajuste la
pression artérielle en favorisant la diurèse et la natriurèse, ce qui entraîne une diminution
du volume sanguin et par conséquent, de la pression artérielle. Les hormones telles que
l’endothéline (27), l’angiotensine (28) et la vasopressine stimulent la sécrétion de l’ANP
dans la circulation sanguine (29). L’ANP inhibe la relâche de la rénine et de
l’aldostérone et s’oppose à l’action de l’aldostérone. Cette dernière est une hormone qui
stimule la réabsorption du sodium et de l’eau par les reins. Enfin, l’ANP produit la
vasodilatation des CMLV et il diminue la formation du liquide cérébro-spinal dans
l’encéphale (J).
Puisque cette hormone peptidique a des effets anti-hypertensifs, tout dysfonctionnement
dans sa synthèse, sa sécrétion ou dans sa biodisponibilité peut contribuer au
développement de l’hypertension. À cet effet, II a été démontré que les patients
hypertendus démontrent des niveaux d’ANP plasmatiques significativement plus élevés
que les patients normotendus. De plus, les modèles animaux d’hypertension, comnie les
rats hypertensifs $HR ou DOCA-salt possèdent des taux d’ANP plasmatiques supérieurs
aux rats ayant une pression artérielle normale (30).
3.2- BNP
Le BNP est une hormone peptidique de 32 acides aminés sécrété principalement par les
ventricules du coeur. Le BNP humain est synthétisé en préproBNP de 132 acides aminés
et il subit ensuite des modifications post-traductionnelles pour produire le peptide
mature. Contrairement à l’ANP, le BNP n’est pas entreposés dans des vésicules (4). La
synthèse et la sécrétion de ce peptide se déroule simultanément c’est-à-dire, le BNP est
produit puis, il est directement sécrété dans le sang. La demi-vie plasmatique du BNP
est d’environ 21 minutes (26). L’augmentation de la pression artérielle et la distension
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des ventricules entraînée par la hausse du volume du sang veineux stimule la relâche du
BNP par les ventricules (31). À part le coeur, le cerveau humain peut également sécréter
du BNP. Les niveaux plasmatiques de BNP augmentent de 200 à 300 fois chez les
patients éprouvant la défaillance cardiaque (32).
3.3- CNP
Le CNP est majoritairement produit par le cerveau et les cellules endothéliales. Le
précurseur proCNP (103 acides aminés) n’est pas entreposé dans des vésicules. Le
clivage du proCNP génère une hormone de 22 acides aminés. Certaines cytokines
comme le «transforming growth faclor-J3» (TGF3) stimule la synthèse et la relâche du
CNP. Ce dernier n’induit pas la diurèse et la natriurèse mais il est impliqué dans la
vasorelaxation des CMLV. La concentration plasmatique de CNP est très basse dans les
conditions normales et très peu élevé dans les cas de défaillance cardiaque (1,33).
3.4- RÉCEPTEURS NATRIURÉTIQUES
Les peptides natriurétiques exercent leurs fonctions physiologiques en se liant sur les
récepteurs natriurétiques localisés à la surface de la membrane plasmique. Il existe trois
récepteurs natriurétiques qui sont classés en deux catégories : le premier groupe est
composé des récepteurs natriurétiques de type A (NPR-A) et de type B (NPR-B) et le
second groupe est composé du récepteur natriurétique de type C (NPR-C).
3.4.1- NPR-A et NPR-B
3.4.1.1- Structure et distribution
Le NPR-A et le NPR-B sont des récepteurs à un domaine transmembranaire composés
d’un segment extracellulaire (441 acides aminés), d’un segment transmembranaire (21
acides aminés) et d’un segment intracellulaire (56$ acides aminés) (34). Ces deux
récepteurs ont une activité guanylate cyclase intrinsèque dans leur segment
intracellulaire qui hydrolyse le GTP en 3’ ,5 ‘-guanosine monophosphate cyclique
(GMPc) (Figure 3). Les domaines transmembranaires et intracellulaires de ces deux
récepteurs partagent respectivement 71% d’homologie alors que, l’homologie entre les
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domaines extracellulaires de ces récepteurs n’est seulement de 44% (30). Le NPR-A et
le NPR-B sont des homodimères de 120 kDa qui sont N-glycosylés sur les résidus
d’asparagine du domaine extracellulaire (34,35). Il a été documenté que la glycosylation
de ces deux récepteurs est importante pour la fixation du ligand à son site de liaison sur
le récepteur (3637). Les NPR-A et les NPR-B sont exprimés majoritairement dans le
système cardiovasculaire, les oreillettes, les ventricules, l’aorte, les cellules
endothéliales, les cellules musculaires lisses des vaisseaux périphériques, les poumons,
les reins et la peau (33). Le NPR-B est par contre la forme prédominante du récepteur
natriurétique dans le cerveau. L’ANP et le BNP se lient avec une forte affinité au NPR
A alors que, le CNP est plus spécifique pour le NPR-B (4).
3.4.1.2- fonctions et voie de signalisatioli du NPR-A et du NPR-B
La liaison des peptides natriurétiques aux NPR-A et NPR-B entraîne l’activation de la
guanylate cyclase intrinsèque de ces récepteurs et par conséquent augmente la
production de la GMPc. Les cibles moléculaires de la GMPc sont les canaux ioniques
voltage-dépendent, les phosphodiestérases dépendantes de la GMPc et les protéines
kinases dépendantes de la GMPc (PKG). Une des cibles physiologiques principale du
NPR-A est la régulation de la vasodilatation des vaisseaux sanguins. Dans les CMLV,
cet effet est principalement assumé par les PKG. Il existe deux isoformes des PKG : la
PKG I et la PKG II. La PKG I est une isoenzyme cytosolique qui est principalement
exprimée dans les CMLV, les cardiomyocytes, les plaquettes, les poumons, les glandes
surrénales et le cervelet. Par ailleurs, la PKG II est une protéine membranaire absente du
système cardiovasculaire qui se localise à haute concentration dans les intestins, les
reins, les os et le cerveau (33). La PKG I médie la vasorelaxation en phosphorylant
directement les canaux potassiques calcium dépendant (Calcium-activated K+ channel).
La phosphorylation de ces derniers engendre l’hyperpolarisation de la cellule et par
conséquent, inhibe l’entrée du calcium dans la cellule. De plus, la PKG I active le canal
du phospholamban entraînant l’augmentation la charge calcique dans le réticulum
sarcoplasmique et en conséquence, la séquestration du calcium dans le réticulum
sarcoplasmique (38). La PKG I augmente également l’efflux de calcium en activant les
canaux calciques (Calcium- ATPase pump) situés à la membrane cellulaire (39) (pour
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plus de détails voir figure 8). L’effet net des actions de la PKG I est de diminuer les taux
intracellulaires de calcium dans le but d’induire la vasorelaxation des vaisseaux et de
maintenir la balance de la pression artérielle (,33)•
Figure 3. Structure des récepteurs des peptides natriurétiques
Abréviations: ANP, peptide natriurétique auriculaire; BNP, peptide natriurétique dtt cerveau, CNP,
peptide natriurétique de type C; NFR-A/B/C, récepteurs des peptides natriurétiques de type A/B/C,
GTP, guanosine trihosphate; GMPc, 3 ‘,S ‘-guanosine monophosphate cyclique; GC-A, guanylate
cyclase A (synonyme de NPR-A,), GC-B, guanylate cyclase B (synonyme de NPR-B,L
Référence: Potter L., Abbey-Hosch S., Dickey D. Natriuretic peptides, their receptors
and cyclic guanosine monophosphate-dependent signaling ftmctions, Endocrine
Reviews. 2006; 27(1), p. 49
3.4.2- NPR-C
3.4.2.1- Structure, distribution, fonctions
Le NPR-C est un homodimère d’environ 130 kDa formé par un pont disulfure. Chaque
monomère du récepteur possède un domaine transmembranaire formé par un segment
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extracellulaire (440 acides aminés), un segment transmembranaire et un segment
intracellulaire. Contrairement aux NPR-A et aux NPR-B, le domaine intracellulaire de
ce récepteur est seulement formé de 37 acides aminés et ne possède pas d’activité
guanylate cyclase intrinsèque (Figure 3). Le domaine extracellulaire de ce récepteur
subit la N-glycosylation sur les résidus asparagine et partage 30% d’homologie avec les
segments extracellulaires du NPR-A et du NPR-B (1). Tous les peptides natriurétiques
peuvent se fixer au NPR-C, même si ce récepteur possède une meilleure affinité pour
l’ANP et le CNP (33). Il existe aussi l’analogue synthétique de l’ANP, des[Gln18, Ser19,
G1y20, Leu21, Gly22] ANP423-amide C-ANP (C-ANP423), qui est un peptide qui se lie
spécifiquement et uniquement au NPR-C (40). Ce récepteur est exprimé dans les reins,
le placenta, les oreillettes, le cerveau, les poumons, les glandes surrénales ainsi que dans
les plaquettes, les cellules endothéliales et les CMLV (4). Comparativement aux autres
récepteurs natriurétiques, le NPR-C est l’isoforme qui est principalement exprimée dans
tous les tissus. La densité tissulaire de ces récepteurs est nettement supérieure à la
densité des NPR-A et des NPR-B (4]).
Deux types de NPR-C ont été récemment identifiés. Le premier homodimère du NPR-C
est formé par des sous-unités de 67 kDa alors que le second est un homodimère
constitué par des sous-unités de 77 kDa (42,43). Pour de nombreuses années, le NPR-C
a été reconnu pour sa seule et unique fonction de clairance durant laquelle il régularise
les niveaux plasmatiques de peptides natriurétiques via intemalisation et dégradation
lysosomale (40). Par contre, il a été récemment découvert que les deux sous-types du
NPR-C sont des récepteurs avec des fonctions et des modes de régulations différentes.
Le NPR-C formé par les sous-unités de 77 kDa régule explicitement la fonction de
clairance (43) alors que, celui de 66 kDa est exclusivement couplé à l’inhibition de l’AC
par l’intermédiaire des protéines Gi (11,45) et à l’activation de la PLC (46). Ces
observations indiquent que le NPR-C n’est pas seulement un récepteur qui module la
clairance des peptides natriurétiques mais une protéine qui est impliquée dans la
signalisation d’une variété de réponses physiologiques telles que l’inhibition de la
prolifération des CMLV et des cellules endothéliales, l’inhibition de la sécrétion de la
progestérone par les cellules Leydig, régulation de la pression artérielle et du volume
extracellulaire, inhibition in vivo de la sécrétion d’endothéline par les cellules
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endothéliales aortiques. inhibition de la relâche de la thyroglobuline par les cellules
humaines de la glande thyroïde, stimulation de la relâche de fluide et de protéines
pancréatiques etc. (41,42,47).
3.4.2.2- Voie de signalisation du NPR-C
Le NPR-C exerce la majorité de ses fonctions physiologiques par Fintermédiaire de
deux voies de signalisation importantes t la voie de l’adénylate cyclase et la voie de la
PLC.
3.4.2.2.]- Voie de signalisation NPR-c/AC
Il a été démontré que I’ANP peut inhiber l’activité de l’AC via les protéines Gi. De cette
observation il a été conclu qu’un des récepteurs de l’ANP est couplé aux protéines Gi. Il
a été par la suite découvert que parmi les trois récepteurs natriurétiques, seulement
l’isoforme du NPR-C est couplée aux protéines Gi et que l’activation de ce complexe
résulte en l’inhibition de l’AC et en conséquences, à la baisse de la production de
l’AMPc (Figure 4). Le NPR-C n’est pas couplé aux protéines Gs, il ne peut donc pas
activer 1’AC mais seulement l’inhiber via son association exclusive aux protéines Gi.
Ces observations ont donc révélé que le NPR-C exécute les fonctions physiologiques de
l’ANP en modulant la production du messager second de l’AMPc dans divers types de
cellules et tissus (44,45).
Cette voie de signalisation est particulièrement importante pour le maintien d’une
pression artérielle normale. L’AMPc en activant les PKA médie la vasorelaxation des
vaisseaux, un phénomène essentiel pour le maintien d’une pression artérielle normale.
Tous les facteurs ou les situations qui perturbent la production de l’AMPc deviennent
néfastes pour l’homéostasie cardiovasculaire. Sachant que le NPR-C est couplé à la voie
de l’inhibition de FAC. toute élévation de l’expression ou de l’activité du NPR-C est
susceptible d’entraîner la vasoconstriction des artères, la hausse de la pression artérielle
et de provoquer conséquemnient l’hypertension à long terme.
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3.4.2.2.2- Voie de signalisation NPR-C/ PLC
La cascade de signalisation de la PLC est une voie activée par des récepteurs couplés à
des protéines G, plus spécifiquement à la protéine Gq. Malgré que le NPR-C ne soit pas
couplé à la protéine Gq, il a été toutefois démontré que la signalisation du NPR-C peut
activer la PLC. Anand-Srivastava et al. ont démontré que l’inhibition de la production
de l’AMPc induit par l’activation du NPR-C transactive la PLC et par conséquent,
stimule la production d’1P3 dans les CMLV (Figure 4). Ces observations illustrent que
la voie de l’AC activée par le NPR-C exerce une intéraction avec la voie de la PLC (48).
Cette dernière génère deux seconds messagers : l’1P3 et le DAG à partir d’un lipide
membranaire, le phosphatidyl-inositol-4,5 -biphosphate (PIP2). L’ 1P3 provoque la
libération du calcium à partir des réserves du réticulum endoplasmique. L’augmentation
brusque de la concentration cytoplasmique du calcium change la conformation de
plusieurs protéines et active des kinases ainsi que des facteurs de transcription. Le DAG
active les PKC, qui à son tour phosphorylent et modifient l’état fonctionnel de certaines


















Figure 4. Voies principales de signalisation du récepteur natriurétique de type C
(NPR-C) Abréviations: ANP, peptide natriurétique auriculaire; BNP, peptide natriurétique du
cerveau; CNP, peptide natriurétique de type C, AMPc, adénosine monophosphate cyclique; ATP,
adénosine triphosphate; PLC, phosphohase C, PKC, protéine kinase dépendante du calcium; DAG,
diacylgtycérol; 1P3, inositol 1,4,5 trtphosphate; PIP, phosphatidyl-inositol-4, 5-biphosphate.
Référence: Anand-$rivastava MB. Natriuretic peptide receptor-C signaling and
regulation, Peptides. 2005; 26, p. 1050
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3.4.2.2.3- NPR-C et autres voies de signalisation
Bien que les deux voies de signalisation principales du NPR-C soient celles de la PLC et
de l’AC, il a été documenté que le NPR-C est aussi couplé à la voie des «mitogen
activated prote in kinases» (MAPK). Prins et al. ont démontré que le C-ANP423, un
peptide sélectif qui se fixe uniquement au NPR-C, inhibe la synthèse de l’acide
désoxyribonucléique (ADN) des astrocytes en inhibant la voie des MAPK (49). Il a
également été découvert que le C-ANP423 inhibe l’activité des MAPK induite par
l’endothéline-3 et par le facteur de croissance dérivé des plaquettes (PDGF) dans les
astrocytes (49). Ces observations indiquent clairement que le NPR-C régule l’activité de
la voie des MAPK et que ce récepteur est aussi couplé à cette voie de signalisation.
3.4.2.3- Régulation de l’expression et de la voie de signalisation du NPR-C
La régulation de la voie du NPR-C dépend respectivement de l’expression et de
l’activité du NPR-C, des protéines Gi et de l’AC. Des changements au niveau d’un de
ces paramètres par de diverses substances chimiques ou des hormones modifient la
cascade de signalisation de ce récepteur. Le traitement des cellules endothéliales
vasculaires avec du sel (NaC1) diminue par exemple la densité du NPR-C présente à la
surface membranaire (50). L’angiotensine II diminue l’expression de l’acide
ribonucléique messager (ARNm) du NPR-C dans les cellules musculaires lisses
provenant d’aorte de rats (51). De plus, le traitement des CMLV à l’angiotensine II
atténue l’inhibition de l’AC médié par le NPR-C en modulant négativement l’activité
des protéines Gi (52). L’endothéline-l et la vasopressine, deux hormones
vasoconstrictrices, réduisent l’activité du NPR-C ainsi que l’expression des protéines Gi
et du NPR-C (17,18). Les catécholamines réduisent l’expression du NPR-C alors que, le
traitement des CMLV avec de l’ANP ou du C-ANP423 réduit l’activité du NPR-C et
l’expression des protéines Gi (53,54). Il a aussi été démontré que le facteur de
croissance des fibroblastes et le PDGF diminuent l’expression de l’ARNm du NPR-C
dans les cellules pulmonaires musculaires lisses (55). Par ailleurs, des agents chimiques
comme la forskoline, le fluorure de sodium et l’AMP bromocyclique diminuent la
densité des récepteurs NPR-C (56).
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3.4.2.3.1- Intéraction entre le NPR-A et le NPR-C
Une intéraction entre les récepteurs NPR-A et NPR-C a déjà été documentée dans la
littérature. La suppression du NPR-C dans les CMLV par les antisenses de ce récepteur
engendre la stimulation de la production de la GMPc en réponse à l’ANP (57). De plus,
les souris supprimées du gène NPR-C démontre une augmentation de l’excrétion de la
GMPc dans l’urine (58). Ces deux exemples suggèrent la possibilité que l’inactivation
du NPR-C induit la suractivation du NPR-A augmentant ainsi la production de la GMPc
suite à la stimulation par l’ANP. Similairement, il a été observé que les souris déficient
en NPR-A démontrent une augmentation de la pression artérielle (59). Il se pourrait que
l’inhibition de l’activité du NPR-A augmente l’activité du NPR-C, induisant ainsi la
hausse de l’inhibition de l’AC et par conséquent, l’augmentation de la pression
artérielle.
3.4.2.4- Régulation du NPR-C dans les conditions pathologiques
Plusieurs études démontrent que l’activité ou l’expression du NPR-C peut être altérée
dans divers états pathophysiologiques incluant l’hypertension. Des niveaux élevés
d’ANP plasmatiques désensibilisent par exemple le NPR-C provenant de l’aorte de rats
hypertendus DOCA-salt. (60). De plus, il a été observé que dans l’aorte et le coeur des
rats hypertendus de type SHR et DOCA-salt, l’inhibition de l’AC médiée par le NPR-C
est augmentée par rapport aux rats contrôles Wistar-Kyoto (WKY) (24,6]). Ces
observations peuvent être causées par une augmentation de l’expression ou de l’activité
du NPR-C ou par la régulation positive des protéines Gi avec qui le NPR-C est associé.
À cet effet, il a été démontré que l’aorte et le coeur des rats hypertendus SHR présentent
une augmentation de l’expression des protéines GiŒ-2 et GiŒ-3 comparativement aux
rats normotendus (61). Il se pourrait donc que la baisse de la production de l’AMPc
observée chez les SHR soit causée par l’augmentation des protéines Gi et non par la
modification du NPR-C. Cet exemple illustre clairement que la régulation de la voie de
signalisation du NPR-C dépend à la fois du récepteur (NPR-C) et aussi des protéines
transductrices (protéine Gi). Une diminution de la densité des NPR-C et de l’inhibition
de l’AC est également observée dans les plaquettes des rats hypertendus de type SHR
(62,63). Il a été également documenté que les aortes des rats traitées au L-NAME, un
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analogue de la L-arginine qui bloque la production du monoxyde d’azote, démontrent
une diminution de l’expression et de l’ARNm du NPR-C (64). L’angiotensine 11(65),
l’endothéline (17) et la noradrénaline (51), des hormones dont les taux plasmatiques
sont élevés dans l’hypertension, régulent négativement le NPR-C. L’ensemble de ces
études indiquent clairement que le NPR-C est régulé soit négativement ou soit
positivement dans la pathogenèse de l’hypertension. Puisque le NPR-C est impliqué
dans le dévéloppement et la progression de cette maladie, tout traitement axé sur la
modulation de la voie du NPR-C pourrait être bénéfique pour contrer les problèmes
reliés à l’hypertension.
4- MONOXYDE D’AZOTE
4.1- STRUCTURE ET PROPRIÉTÉS
Le monoxyde d’azote (NO) est une molécule endogène diatomique formée d’un atome
d’azote et d’un atome d’oxygène liés ensemble par une liaison double. Le NO possède
un électron libre sur l’atome d’azote, ce qui le classe parmi le groupe de radicaux libres
réactifs. Cette molécule peut générer des espèces réactives en réagissant avec l’oxygène,
ou avec d’autres radicaux libres (66). Cependant, le NO est considéré comme un radical
libre relativement stable (demi-vie : 2-30 secondes) comparativement à d’autres
molécules réactives comme l’anion superoxyde ou l’anion hydroxyle (demie-vie: i0 à
10b0 secondes) (67,68).
Le NO est une molécule liposoluble à faible poids moléculaire, ce qui le permet de
diffuser librement à travers la membrane plasmique de la cellule. La disponibilité du NO
dans la cellule est limitée parce qu’il possède une demi-vie courte de quelques secondes
et il réagit rapidement avec différents réactifs en générant des nouveaux produits. Le NO
a une forte affinité pour des protéines contenant du fer, comme l’hémoglobine, la
guanylate cyclase et il réagit également avec des acides nucléiques et des radicaux libres
(66).
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4.2- SYNTHASES DU MONOXYDE D’AZOTE
4.2.1- Structure et descriptions générales
Le NO est synthétisé par la NO synthase (NOS) qui transforme par une suite de
réactions la L-arginine en L-citrulline et en NO. Pour catalyser cette réaction, la NOS a
besoin non seulement de son substrat mais nécessite absolument la présence de
cofacteurs, d’oxygène, de la calmoduline et de la nicotinamide adenine dinucléotide
phosphate oxydase (NADPH). La NOS est un dimère formé de deux monomères
identiques. Chaque monomère est divisé en deux domaines: le domaine réductase situé
en C-terminale du monomère et le domaine oxygénase situé en N-terminale (figure 5).
Le domaine réductase, section homologue au cytochrome P-450 réductase, comporte
respectivement les sites de liaisons de la NADPH, de la calmoduline, de la flavine
mononucléotide (FIVIN) et de la flavine adenine dinucléotide (FAD). Le domaine
oxygénase contient les sites de liaison du substrat de la L-arginine, du groupement









figure 5. Structure de la synthase du monoxyde d’azote (NOS)
Abréviations: NADPH, nicotinamide adenine dinucléotide phosphate oxydase, CaM calmoduline;
fMN, flavine mononuctéotide; fAD, flavine adenine dinucléotide. L-Arg, L-arginine, Fe, groupement
prosthétique hème; BI-J3, (6R)-5, 6, 7,8-tetrahydrobiopterine.
Inspirée de la référence: Andrew P., Mayer B. Enzymatic frmnction of nitric oxide
synthases. Cardiovascular Research. 1999; 43, p. 522
j4.2.2- Réaction catalytique de la NOS
La synthèse du NO implique deux étapes d’oxydation consécutives durant lesquelles un
transfert d’électrons a lieu entre le domaine réductase et le domaine oxygénase. Le flux
d’électrons se fait du domaine réductase du premier monomère vers le domaine
oxygénase du second monomère et non entre le domaine réductase et oxygénase du
même monomère (70). Ce mode de transfert d’électrons sous forme de «cross-over» est
particulier et expliquerait la raison pourquoi la présence de la NOS dimérique est
essentielle pour l’activité de cette enzyme. La NOS sous forme de monomère est
inactive et ne peut pas produire du NO (69).
La première étape de la réaction consiste par l’hydroxylation du substrat L-arginine en
N°-hydroxy-L-arginine et en second étape, la NOS oxyde la IV-hydroxy-L-arginine en
L-citrulline et en NO (Figure 6). Durant ces étapes des électrons de la NADPH
(domaine réductase) sont transférés aux groupements hème (domaine oxygénase) par
l’intermédiaire des cofacteurs FAD et FMN dans la direction spécifique NADPH —*
FAD —* FMN —* hème. Par la suite, les électrons situés sur le groupement hème
réduisent et activent la molécule d’oxygène enchaînant consécutivement les deux étapes
d’oxydation de la L-arginine. La calmoduline joue un rôle prépondérant dans le
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Figure 6. Réaction catalytique de la synthase du monoxyde d’azote (NOS)
Abréviation. NADPR nicotinamide adenine dinuctéotide phosphate oxydase.
Référence: Andrew P., Mayer B. Enzymatic function of nitric oxide synthases.
Cardiovascular Research. 1999; 43, p. 522
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4.2.3- Régulation de l’activité de la NOS
L’intégrité fonctionnelle de la NOS dépend de la présence et de la coordination d’un
ensemble d’éléments. Tous changements infimes au niveau de la présence ou de la
concentration des cofacteurs, du groupement hème, du substrat, de l’oxygène, de la
calmoduline ou de la BH4 entraînent des variations considérables dans l’activité normale
de la NOS.
4.2.3.1- Rôle desflavines fAD et fMN dans l’activité de la NOS
Les cofacteurs FAD et FMN sont impliqués dans le transport des électrons de la
NADPH au groupement hème. Cependant, en leur absence la NOS ne peut pas exécuter
les réactions d’oxydation de la L-arginine (74).
4.2.3.2- Rôle de la calmoduline dans l’activité de la NOS
La calmoduline affecte le transfert et la vitesse du flux d’électrons entre la NADPH et
les flavines ainsi qu’entre les domaines réductases et les domaines oxygénases de la
NOS. La liaison de la calmoduline est nécessaire pour l’activité enzymatique maximale
des trois isoformes de la NOS (74).
4.2.3.3- Rôle du groupement hème dans l’activité de la NOS
Le groupement hème est essentiel pour la dimérisation des monomères de la NOS. En
absence de l’hème, cette enzyme existe sous forme de monomère. La NOS
monomérique ne peut pas se lier à BH4, engendrant ainsi l’arrêt de l’activité
enzymatique de la NOS. De plus, l’hème contribue à l’interaction des domaines
oxygénases et réductases dans la structure quaternaire de la protéine NOS (69).
4.2.3.4- Rôle de la BH4 et de ta L-arginine dans l’activité de la NOS
La BH4 et la L-arginine sont impliqués dans la stabilisation et le bon fonctionnement de
la NOS. Lors de la première étape de la réaction, la présence de la molécule BH4 est
primordiale sinon la réaction enzymatique est inhibée (74). En présence d’une haute
concentration de BH4 et de la L-arginine, la NOS produit exclusivement du NO par
contre lorsque ces dernières sont absentes ou à basses concentrations, la NOS se
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découple et produit non seulement du NO mais aussi de l’anion superoxyde. Une
accumtilation de cette molécule engendre la hausse du stress oxydatif, un phénomène
souvent observé dans de nombreuses pathophysiologies comme l’hypertension. De plus,
l’anion superoxyde généré par la NOS pourrait réagir avec le NO pour former le
peroxynitrite et par conséquent, diminuer la biodisponibilité du NO. En présence d’une
haute concentration de peroxynitrite, la forme active de la BH4 est oxydée en forme
inactive (BI-l3) inhibant ainsi la production du NO par la NOS (69).
4.2.3.5- Inhibiteurs de la NOS
Il existe différente catégorie d’inhibiteur de la NOS. Les principaux inhibiteurs sont des
dérivés de la L-arginine, comme le I-nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME) qui
compétitionne pour le site de liaison du substrat et bloque la synthèse du NO par la
NOS. Il existe aussi une classe d’inhibiteurs comme la diphenyleneiodonium, qui
bloquent de façon irréversible la synthèse du NO en compétitionnant avec le site de
liaison de la NADPH de la NOS. De plus, l’activité des isoformes constitutives de la
NOS peut être inhibée par des composés qui bloquent le site de liaison de la
calmoduline. De façon similaire. il existe des agents qui inhibent la synthèse de la BI-l4
réduisant ainsi la disponibilité de ce cofacteur et qui par conséquent bloquent
indirectement l’activité de la NOS. Par ailleurs, il a été démontré que le monoxyde de
carbone et le bleue de méthylène sont des composés qui inhibent l’activité de la NOS en
se liant directement au site de liaison du groupement hème (75).
4.2.4- Isoformes de la NOS
4.2.4.1- Descriptions générales
Il existe trois isoformes de la NOS ta NOS endothéliale (eNOS), la NOS neuronale
(nNOS) et la NOS inductible (iNOS). La eNOS et la nNOS sont des enzymes exprimées
de façon constitutive. L’activité de la eNOS et de la nNOS est calcium/calmoduline
dépendante c’est-à-dire, ces dernières sont inactives lorsque les niveaux intracellulaires
de calcium sont bas. Suite à une élévation du niveau de calcium intracellulaire, la
calmoduline se lie au calcium et la formation de ce complexe active les deux isoformes
soient la eNOS et la nNOS. Ces dernières produisent et relâchent du NO pour des
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courtes périodes de temps, jusqu’à ce que les niveaux intracellulaires de calcium
diminuent. Par ailleurs, la iNOS est une isoforme inductible qui produit de très grande
quantité de NO lorsque son expression est induite par les cytokines ou les agents
inflammatoires. L’activité de la iNOS est indépendante du calcium quoique la
calmoduline se lie irréversiblement à la iNOS même en absence du calcium (76). Il est
toutefois documenté qu’en présence de calcium l’activité de la iNOS est stimulée
davantage comparativement à l’activité de la iNOS en absence du calcium (71, 7& 77).
Les trois isoformes de la NOS sont encodées par trois gènes différents qui sont situés sur
des chromosomes distincts (75). Même si la structure et le mode d’action des trois
isoformes sont d’une grande homologie, ces trois enzymes se différencient par leurs
spécificités de localisation, de régulation et de fonction (69).
4.2.4.2- eNOS
La eNOS est une protéine exprimée de façon constitutive dans les cellules endothéliales
des vaisseaux sanguins (artères et veines). Bien que son expression est majoritairement
dans les cellules endothéliales, la eNOS peut aussi être exprimée dans divers types de
cellules et de tissus comme dans les cardiomyocytes, les cellules sanguines (plaquette,
monocyte, neutrophile), les lymphocytes B et T, les fibroblastes de la peau etc (78). Le
gène de la eNOS est situé sur le chromosome 7 et encode une protéine de 134 kDa (75).
Cette enzyme existe sous deux formes soluble et particulaire. Elle se retrouve
minoritairement dans les compartiments cellulaires du noyau, du cytosquelette mais sa
présence est surtout abondante dans la membrane plasmique cellulaire et dans l’appareil
de Golgi (74). Il a été démontré que 50% de la totalité de la eNOS est liée à la
membrane plasmique plus précisément liée aux cavéoles, des microdomaines riches en
éléments de signalisation, alors que 35% seulement des eNOS sont localisées dans
l’appareil de Golgi (69, 79). Contrairement aux autres isoformes de la NOS, l’extrémité
N-terminale du gène de la eNOS possède un site consensus pour la N-myristoylation
(80). Cette isoforme subit par conséquent une myristoylation co-traductionnelle
irréversible du résidu glycine (Gly-2) à l’extrémité N-terminale de la eNOS (81). Cette
dernière est non seulement myristoylée mais subit également un changement post
traductionnelle réversible de la palmitoylation sur les résidus cystéine (Cys- 15 et Cys
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26) localisés à l’extrémité N-terminale de la protéine (81). Le processus de la
myristoylation permet l’association membranaire de la eNOS alors que la palmitoylation
est responsable de la localisation spécifique de la eNOS aux cavéoles membranaires
(8]). Il a été démontré que la eNOS déficiente en myristoylation ne peut pas se lier à la
membrane cellulaire et se distribue aléatoirement dans le cytosol (82). Puisque la
palmitoylation est un changement réversible, il a été observé que la eNOS peut se
dépalmitoyler en provoquant le transport rétrograde de la eNOS de la membrane
cellulaire vers le Golgi (8]). Ces observations démontrent que la distribution cellulaire
(membranaire ou soluble) de la eNOS dépend des changements co/post-traductionnelles
qu’elle subit (81).
L’activité de cette enzyme est physiologiquement importante car elle joue un rôle
prépondérant dans le maintien de l’homéostasie vasculaire, en contribuant
principalement à la vasodilatation des vaisseaux et à l’inhibition de la prolifération des
CMLV. Il a été démontré que les souris «knock-out» du gène de la eNOS manifestent
une élévation de la pression artérielle (83). L’expression et l’activité de la eNOS sont
dépendantes des taux intracellulaires de calcium, par contre, cette enzyme peut aussi être
régulée par diverses stimuli physiques et molécules (78). L’augmentation des forces de
cisaillement ainsi que l’exercice chronique sont des stimuli qui activent l’expression de
cette enzyme (84). Les hormones tels que l’oestrogène, l’insuline, l’angiotensine II et
l’endothéline ont augmentent tous l’expression de la eNOS (78). De plus, tous les
agonistes des récepteurs dont la signalisation implique le calcium, tels que les
catécholamines, l’acétylcholine, la bradykinine, la sérotonine, l’histamine, représentent
des stimuli pour l’activité de la eNOS (85). L’ANP active également la eNOS par
l’intermédiaire du NPR-C dans les cellules musculaires lisses gastro-intestinales (86).
D’autre part, l’activité de la eNOS peut être inhibée par le NO lorsque la eNOS
demeure active pour de longues périodes de temps, le NO nitrosyle son enzyme
entraînant l’inhibition de cette dernière par un mécanisme de rétro-action négative (78).
En absence de calcium la eNOS membranaire se lie à deux protéines cavéolaires,
cavéoline-1 dans les cellules endothéliales et cavéoline-3 dans les cardiomycoytes et
cette association induit l’inhibition de l’activité de la eNOS (69).
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4.2.4.3- nNOS
Le gène de la nNOS situé sur le chromosome 12 encode une protéine de 160 kDa (69).
Cette protéine est constitutivement et principalement exprimée dans les neurones du
système nerveux central et périphérique, dans les cardiomyocytes et le muscle
squelettique (2, 71). Cette isoenzyme est également exprimée dans le pancréas,
l’estomac, les poumons et l’utérus (87). L’hypothalamus, l’hypophyse, le bulbe olfactif
sont des régions du cerveau qui expriment la nNOS par contre, le cervelet est la région
qui contient les niveaux les plus élevés de cette enzyme (88,89).
Contrairement aux autres isoformes de la NOS, l’extrémité N-terminale de la nNOS
possède une séquence particulière de 220 acides aminés qui encode un domaine PDZ
(81). L’activité de la nNOS dépend des concentrations intracellulaires de calcium. Cette
isoforme ne subit aucunes modifications post/co-traductionnelles. Les intéractions
protéines-protéines de la nNOS déterminent la localisation cellulaire de cette enzyme
(90). Le domaine PDZ spécifique à la nNOS intéragit avec PSD-95 et PSD93, des
protéines neuronales qui permettent l’association de la nNOS à la membrane plasmique
des neurones (74). En absence du domaine PDZ, la nNOS ne peut pas s’associer à la
membrane plasmique neuronale et se distribue dans le cytosol, d’où l’importance du
domaine PDZ pour la localisation membranaire de cette enzyme. Par ailleurs, dans le
muscle squelettique, la nNOS se lie à la protéine Œi-syntrophine pour permettre sa
liaison avec la membrane plasmique (8]). Comme pour la eNOS, en absence de calcium
la nNOS intéragit avec la cavéoline-3 dans le muscle squelettique, entraînant ainsi
l’inhibition de l’activité de cette enzyme (76). Finalement, la nNOS peut également
2+ . ,interagir avec la pompe calcique PM Ca - ATPase4b au niveau des caveoles de divers
types cellulaires afin d’augmenter les niveaux cytosoliques de calcium (91).
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4.2.4.4- 1NOS
Cette isoenzyme de 130 kDa est encodée sur un gène situé sur le chromosome 17 (69)
La séquence d’acides aminés de la iNOS partage respectivement une homologie de 51 à
54% à la eNOS et à la nNOS (75).
Contrairement aux NOS constitutives, l’activité de la iNOS n’est pas modulée par les
niveaux de calcium. Par contre, la régulation de la iNOS se fait au niveau de sa
transcription. Dans les conditions physiologiques la iNOS est une protéine qui est
absente des cellules (92). Son expression est induite suite à une stimulation par des
cytokines ou des agents inflammatoires dans une variété de cellules telles que, dans les
cellules endothéliales, les cardiomyocytes, les hépatocytes, les cellules musculaires
lisses et surtout dans les macrophages (69). Une fois activée, la iNOS produit de grande
quantité de NO pour de longues périodes de temps (66). L’inhibition de la iNOS est
médiée par la relâche de cytokines inhibitrices comme la TGf3 (93). La iNOS n’a
aucun site de myristoylation et n’exprime pas de domaine PDZ à l’extrémité N-
terminale. Par contre, il a été démontré qu’une portion de la totalité des iNOS est
palmitoylée et que ce changement permet d’acheminer la iNOS à la membrane
plasmique de la cellule (94). Cette enzyme peut également se retrouver dans le noyau,
dans l’appareil de Golgi et les mitochondries (8]). Il a été observé que l’association des
iNOS membranaires avec les cavéolines diminue la stabilité de l’enzyme et par
conséquent inhibe l’activité enzymatique de cette protéine (95). De plus, l’induction de
l’expression de la iNOS est accompagnée par une baisse des niveaux protéiques des
cavéolines (96).
4.3- VOIE DE MÉTABOLISME ET D’ÉLIMINATION DU NO
Le NO libéré par les différentes NOS est métabolisé puis il est éliminé de l’organisme.
Ce gaz est principalement évacué du corps sous forme de nitrate (NO3) qui est un
produit du métabolisme du NO. La transformation du NO en nitrate se fait dans les
globules rouges du sang via deux mécanismes impliquant l’hémoglobine. La voie
d’élimination principale du NO passe par les reins. Ces derniers éliminent dans l’urine
en moyenne 0.3-2 mM de nitrate par jour (97). Bien que le NO soit essentiellement
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éliminé par les reins, des études récentes proposent qu’une petite quantité du NO puisse
aussi être évacuée hors de l’organisme par l’intermédiaire des poumons lors de
l’expiration respiratoire (J).
4.4- VOIES DE SIGNALISATION DU NO
Le NO exerce l’ensemble de ces fonctions physiologiques par l’intermédiaire de deux
grandes voies de signalisation: la voie de signalisation dépendante de la GMPc et la
voie indépendante de la GMPc.
4.4.1- Voie de signalisation dépendante de la GMPc
Cette voie de signalisation est la voie classique par laquelle NO médie la majorité de ces
fonctions biologiques. La GMPc est un messager second produit par la guanylate
cyclase. Cette dernière existe sous deux formes : la guanylate cyclase soluble (GCs) et la
guanylate cyclase particulaire (membranaire). Il a été démontré que le NO se lie
seulement à la GCs. Cette dernière est une enzyme qui est localisé dans le cytosol de
plusieurs types de cellules. Elle est une protéine hétérodirnérique composée d’une sous-
unité Œ et d’une sous-unité 13. La coexpression de chaque sous-unité est essentielle pour
l’activité catalytique de cette enzyme. Chaque sous-unité de la GCs est divisée en trois
domaines : domaine régulateur (extrémité N-terminale), domaine de dimérisation (partie
centrale) et domaine catalytique (extrémité C-terminale) (Figure 7). À l’extrémité N-
terminale de la sous-unité 13 se trouve un groupement hème prosthétique avec un noyau
2+ .,penta-coordonne ferreux (Fe ) (98). Ce noyau ferreux est associe a la portion proteique
de la GCs par l’intermédiaire d’un groupe axiale imidazole de l’histidine 105 (99).
L’intéraction du NO avec le noyau de fer brise le lien entre l’histidine-105 et le fer et
ceci résulte à la formation d’un complexe penta-coordonné nitrosyl-hème. La formation
de ce dernier provoque un changement conformationnel de la GCs qui par conséquent
aboutit à l’activation de cette enzyme. Une fois activée, la GCs catalyse la conversion du
GTP en GMPc (98).
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Figure 7. Structure de ]a guanylate cyclase soluble (GCs)
Abréviation: His]05, Histidine 105
Référence: Lucas K., Pitari G., Kazerounian S., Stewart IR. et al. Guanylyl
cyclases and signaling by cyclic GMP. PharmacoÏogicaÏ Reviews. 2000; 52. p. 381
La GMPc régule l’activité d’une variété de protéines et enzymes tels que les canaux
ioniques voltage-dépendent, les phosphodiestérases dépendantes de la GMPc et les
PKG. Les phosphodiestérases sont des enzymes qui régulent la concentration
intracellulaire de la GMPc et qui hydrolysent la GMPc en 5’-guanosine monophosphate
(GMP). Ces enzymes contrôlent donc la durée et l’amplitude de cette voie de
signalisation (98).
Le principal médiateur de la signalisation de la GMPc est la PKG. Cette dernière
catalyse le transfert d’un phosphate à partir de 1’ATP sur un résidu sérine ou thréonine
de plusieurs protéines régulatrices. L’activation des PKG par le NO entraîne la
transformation «un stimulus extracellulaire en réponse cellulaire physiologique. Dans
les CMLV l’activation de la PKG par le NO, plus spécifiquement de la PKG I. entraîne
l’activation ou l’inhibition de divers canaux calciques et potassiques ainsi que la














réactions cause la diminution des niveaux intracellulaires de calcium et conséquemment
médie la vasorelaxation.
Figure 8. Mécanismes de vasorelaxation induite par la voie 3’, 5’-guanosine
monophosphate cyclique (GMPc) du monoxyde d’azote (NO)
Abréviations: sGC, guanytate cyclase soluble; GTP, guanosine trihosphate; cAMP, adénosine
monophosphate cyclique, PKA, protéine kinase dépendante de I ‘AMPc, PKG, protéine kinase dépendante
de la GMPc; GMP, guanosine monophosphate; CaA’J cahnoduline; M chaine de myosine légères, PDE,
phosphodieterase, MLCP, !nyosin light chain phosphatase; MLCK myosin light chain kinase; 1,,,,,
sarcoplasmic reticulum Ca2 uptake current;
‘tel, sarcoplasinic reticulwn Ca2 release current, ‘Ki K
channel current; ‘Cal, L-type Ca2 channel current, ‘(al» sarcoleinma Ca2 -A TPase pump.
Référence: Yang J., Clark J., Bryaim R., Robertson C. Mathematical modeling of the
nitric oxide/cGMP pathway in the vascular smooth muscle celi. AJP- Heart and























4.4.2- Voie de signalisation indépendante de la GMPc
Bien que la voie de signalisation principale du NO soit celle de la GMPc, il existe aussi
la voie de signalisation indépendante de la GMPc, qui repose sur la production de
molécules réactives comme le peroxynitrite (ONOO) et le dioxyde de nitrogène (N02).
Le peroxynitrite est une molécule formée par la réaction du NO et de l’anion superoxyde
alors que, le dioxyde de nitrogène provient de la réaction du peroxynitrite avec des
métaux de transition (100).
Les mécanismes indépendants de la GMPc du NO regroupent respectivement deux types
de réactions différentes : la S-nitrosylation et la nitration. La $-nitrosylation est un
processus post-traductionnel réversible qui consiste à transférer une molécule de NO sur
des métaux de transition ou sur un groupement thiol d’un résidu cystéine d’une protéine
(101). La nitrosylation affecte la fonction et l’activité des facteurs de transcription, des
enzymes, des récepteurs membranaires et des canaux ioniques (102). D’autre part la
nitration est une modification post-traductionneÏle irréversible qui consiste par l’addition
d’un groupe nitro (NO2) sur un résidu tyrosine ou tryptophane d’une protéine (100). Les
lipides et les protéines sont des cibles de la nitration. Le résultat de cette réaction amène
soit à l’inhibition ou soit à l’activation des protéines par contre, les cas d’inhibition sont
les plus souvent observés (103). En conditions physiologiques, les protéines comme la
chaîne lourde de la myosine, l’Œ-actinine et la prostacycline synthase, subissent un taux
de nitration basal dans divers types cellulaires tels que dans les fibroblastes, les cellules
endothéliales et les CMLV (104). Ces niveaux basals de nitration permettent de médier
des cascades de signalisation physiologique. Néanmoins, lorsque les protéines subissent
des taux de nitrosylation ou nitration aberrants, ceux-ci peuvent contribuer au
développement de plusieurs conditions pathophysiologiques (101,104). Il a été démontré
par exemple que chez les rats hypertendus le niveau de nitration sur les résidus tyrosine
des protéines est élévé comparativement aux rats normotendus (105).
4.5- FONCTIONS PHYSIOLOGIQUES DU NO
Le NO est impliqué dans un ensemble de processus physiologiques dans le système
cardiovasculaire, le système immunitaire et le système nerveux. En présence de
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stimulus, le NO active une cascade de signalisation cellulaire par deux mécanismes
d’action : les mécanismes d’action rapide et les mécanismes d’action lente. Les
mécanismes d’action lente du NO nécessitent des heures avant d’engendrer une réponse
cellulaire alors que, les mécanismes d’action rapide du NO se produisent en dedans de
quelques secondes ou minutes (106).
4.5.1- fonctions dans le système cardiovasculaire
Dans le système cardiovasculaire, le NO joue un rôle dans la prolifération des CMLV,
dans l’inhibition de l’aggrégation plaquettaire, le maintien du tonus vasculaire, la
régulation des canaux ioniques et surtout dans la régulation de la pression artérielle
(66,107). Le NO est un puissant vasodilatateur qui exerce un effet prépondérant dans le
maintien de la balance de la pression artérielle en contrôlant les phénomènes de
vasorelaxation et de vasoconstriction. Une surproduction du NO résulte dans la
vasorelaxation et une baisse de la pression artérielle alors qu’une déficience dans la
production du NO engendre la vasoconstriction et donc une augmentation de la pression
artérielle. Parmi l’ensemble des isoformes la eNOS est celle qui exerce majoritairement
les fonctions au niveau cardiovasculaire (69). Le NO produit par la eNOS diffuse des
cellules endothéliales vers les CMLV où il se lie à la GCs et active la production du
messager second de la GMPc. Cette dernière active la PKG I qui stimule par la suite une
variété d’effecteurs pour diminuer les niveaux intracellulaires de calcium. Cette baisse
du calcium entraîne à son tour la vasorelaxation et par conséquent, le maintien de la
pression artérielle normale (Figure 8).
4.5.2- fonctions dans le système immunitaire
Le NO formé par la iNOS est impliqué dans les réponses du système immunitaire de
l’organisme. Il tue ou inhibe la croissance d’une variété de pathogènes comme les
bactéries (108), les champignons (109) et les parasites (110). Le NO tue aussi les
cellules cancéreuses (J]]) et possède la capacité de bloquer la réplication virale (112).
Le mécanisme précis par lequel NO tue les cellules n’est pas encore entièrement élucidé.
Néanmoins, plusieurs hypothèses sont élaborées: le NO pourrait inhiber la synthèse de
l’ADN des cellules cancéreuses en inactivant l’enzyme ribonucléotide réductase (113)
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ou endommager directement l’ADN par une réaction de désamination (114). Le NO
bloque également le cycle de Krebs, la glycolyse et la phosphorylation oxydative (66).
Bref, l’ensemble de ces phénomènes aboutit à la mort cellulaire.
4.5.3- Fonctions dans le système nerveux
Le NO généré par la nNOS est impliqué dans les fonctions de neuroprotection, du flux
sanguin mais peut aussi être impliqué dans le phénomène de neurotoxicité. Le NO joue
un rôle de neurotransmetteur dans le système nerveux central et périphérique (66). La
substance P représente un stimulus qui induit la production du NO (39). Le glutamate
est également un stimulus qui active la relâche du NO par les neurones pré-synaptiques
(66). Le NO diffuse ensuite dans les neurones post-synaptiques environnants où il
stimule la production de la GMPc qui lui, augmente le flux sanguin neuronal (66). Par
contre il a été démontré que dans certaines formes de paralysie, des niveaux élevés de
glutamate engendrent la relâche de très grande quantité de NO qui contribue à la toxicité
cellulaire (115).
4.6- FONCTIONS PATHOLOGIQUES DU NO
Toute conme une production insuffisante du NO est dangereuse, la production
excessive de cette molécule est toute aussi néfaste. Le maintien d’un équilibre entre la
production et l’élimination du NO est essentiel pour maintenir l’homéostasie
physiologique. Tout changement au niveau de la production du NO provoque un
déséquilibre qui aboutit à des effets désastreux pour la survie cellulaire. La production
excessive du NO conduit à la mort et à la toxicité cellulaire ou tissulaire ainsi qu’à la
hausse du stress oxydatif.
Des hauts niveaux du NO peuvent inhiber l’angiogénèse des cellules endothéliales,
induire 1’ apoptose de divers types cellulaires et augmenter la neurotoxicité (66 1] & 11 7).
Le NO peut également se lier à l’anion superoxyde pour former des molécules comme le
peroxynitrite, le peroxyde d’hydrogène et par conséquent, augmenter le pool des
radicaux libres. Une augmentation de ces derniers provoque la hausse du stress oxydatif
cellulaire. Lorsque les anti-oxydants cellulaires n’arrivent plus à contrer la hausse des
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concentrations des radicaux libres, le débalancement du niveau du stress oxydatif
conduit à l’oxydation de l’ADN, des protéines et des lipides cellulaires (5). Par
conséquent, ces réactions amènent la mort cellulaire, la modulation négative de l’activité
et de la fonction des enzymes et des protéines ainsi que la modification de la stabilité
des structures protéiques et lipidiques (118). L’ensemble de ces effets néfastes contribue
de façon significative à la génèse de diverses maladies au niveau des différents systèmes
physiologiques, incluant dans le système cardiovasculaire.
4.7- DYSFONCTIONNEMENT ENDOTHÉLIAL ET HYPERTENSION
Le dysfonctionnement endothélial est défini par l’altération réversible de la fonction des
cellules endothéliales, qui est accompagnée par une diminution de la production du NO
et une augmentation de la production d’anion superoxyde (5). L’inhibition ou la
régulation négative de l’activité spécifique de la eNOS représente la source de la baisse
de la production du NO et de la hausse d’anion superoxyde. En d’autres termes, le
dysfonctionnement endothélial prend naissance du dysfonctionnement de la eNOS (5).
Le dysfonctionnement endothélial se manifeste dans de nombreuses pathophysiologies
comme dans l’athérosclérose (119), le diabète (120) et l’hypertension (121). En effet,
dans le modèle de rats SHR, un modèle analogue à l’hypertension essentielle humaine,
les symptômes clés d’un dysfonctionnement endothélial sont observés une baisse de la
biodisponiblité du NO et une hausse de la génération d’anion superoxyde (122). Puisque
le NO est un vasodilatateur puissant, la baisse de ce dernier entraîne la hausse de la
pression artérielle dans l’organisme. De plus, il a été démontré que dans les conditions
d’altération de la fonction endothéliale tel que dans le modèle SHR, les niveaux
d’angiotensine II, un puissant vasoconstricteur, sont augmentés (5,123). Cette
observation suggère que dans les conditions de dysfonctionnement endothélial, la
pression artérielle est non seulement augmentée par le manque du NO mais que cette
hausse de la pression artérielle est accentuée par les niveaux élevés d’angiotensine II
(124). En revanche, l’accumulation de l’anion superoxyde entraîne pour sa part une
hausse dramatique du stress oxydatif et par conséquent, induit des dommages néfastes
pour le système cardiovasculaire (5).
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En résumé, l’effet cumulatif de la baisse du NO, de la hausse de l’anion superoxyde et
de l’angiotensine II observé dans le dysfonctionnement endothélial pourrait représenter
une des causes favorisant la pathologie de l’hypertension.
4.8- TRAITEMENTS THÉRAPEUTIQUES DU NO
Les nitrates organiques sont longtemps prescrits en tant que vasodilatateurs en milieu
clinique pour traiter les angines de poitrine et l’hypertension. Les nitrates sont des
molécules métabolisées enzymatiquement pour générer du NO. En plus de la famille des
nitrates, des traitements d’inhalation de basse concentration de NO sont prescrits pour
traiter les cas d’hypertension pulmonaire, l’augmentation de la résistance vasculaire
pulmonaire et le syndrome de troubles respiratoires. L’inhalation du NO est une
méthode de traitement plus privilégiée par rapport aux nitrates car elle permet une
relâche et une action plus rapide du NO et ne nécessite aucune dégradation enzymatique
du composé (66,125).
De nos jours, la recherche pharmaceutique est axé sur la découverte d’agents
pharmacologiques qui peuvent altérer soit négativement ou soit positivement l’activité
de la NOS (126). Dans les conditions de dysfonctionnement endothéliale ou de
production excessive du NO, ces agents seraient bénéfiques car ils pourraient activer ou
inhiber l’action des NOS et donc produire ou arrêter la production du NO.
L’administration des cofacteurs ou du substrat de la NOS serait un moyen potentiel pour
traiter une déficience en production du NO. Dans les situations d’une production
excessive du NO l’administration de l’arginase, enzyme qui dégrade l’arginine
plasmatique, permettrait de diminuer la biodisponibilité du substrat de la NOS et
éventuellement arrêter la production du NO. Néanmoins, la difficulté réside à trouver
des molécules qui inhibent ou activent spécifiquement chaque isoforme de la NOS et
non l’ensemble des NOS. De plus, il faut assurer que les nouvelles drogues potentielles
ne causent pas des effets secondaires dangereux pour les autres systèmes physiologiques
(125,126). En résumé, l’utilisation thérapeutique du NO représente un horizon bénéfique
pour traiter ou diminuer l’avancement de certaines maladies.
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5- VOIE DE SIGNALISATION DES MAPK
5.1- DESCRIPTIONS GÉNÉRALES
La cascade de signalisation des MAPK est activée en réponse à de nombreux stimuli
extracellulaires, particulièrement par les facteurs de croissance. L’activation de cette
voie est déclenchée par les récepteurs à tyrosine kinase et par les récepteurs couplés aux
protéines G hétérotrimériques. Cette voie fait intervenir un grand nombre d’étapes entre
la membrane et le noyau et permet de réguler la fonction d’une variété de protéines
comme les facteurs de transcription, les protéines nucléaires et cytoplasmiques. Les
MAPK transforment les signaux extracellulaires en réponse intracellulaire et sont
impliqués dans les phénomènes de l’apoptose, de prolifération, de migration et de
différentiation cellulaire. La cascade d’activation des MAPK consiste en trois étapes de
phosphorylation consécutives impliquant trois grandes familles de protéines
cytoplasmiques: les MAPK kinase kinase (MAPKKK), les MAPK kinase (MAPKK ou
MEK) et les MAPK. Les MAPKKK activent les MEK en phosphorylant sur des résidus
sérine ou thréonine spécifiques. Les MEK activent et phosphorylent à leur tour les
MAPK sur des résidus spécifiques de tyrosine et de thréonine. L’inhibition de l’activité
des MAPK se fait par l’intermédiaire des phosphatases qui déphosphorylent les résidus
tyrosine et thréonine des MAPK (]2?j28).
5.2- ACTIVATION DE LA VOIE DES MAPK
5.2.1- Activation par les récepteurs à activité tyrosine kinase
Les récepteurs tyrosine kinase sont des protéines à un seul segment transmembranaire
avec un domaine intracytoplasmique doué d’une activité enzymatique tyrosine kinase
intrinsèque. La liaison des facteurs de croissance aux récepteurs à activité tyrosine
kinase provoque leur dimérisation et leur autophosphorylation, ce qui entraîne la
stimulation de l’activité kinase de ces récepteurs. Chaque sous-unité du récepteur
phosphoryle l’autre sous-unité, sur plusieurs résidus tyrosine présents dans le domaine
intracellulaire. Les tyrosines phosphorylées servent de sites de reconnaissance pour de
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nombreuses protéines adaptatrices comme Shc, Grb2 et Sos qui mènent à l’activation
des protéines Ras. Ces derniers sont des petites protéines G liant le GTP. Lorsque Ras
est couplé au GDP elle est inactive par contre, par intéraction aux complexes protéiques
adaptatrices, Ras s’active par échange du GDP en GTP. Sous forme liant le GTP, Ras
intéragit avec différents effecteurs telle la MAPKKK. Une fois activée, cette dernière
active en phosphorylant la MEK sur des résidus sérine ou thréonine. Il existe différentes
isoformes de MEK par contre, seules les MEK spécifiques au signal extracellulaire sont
activées. Les MEK phosphorylent et activent à leur tour les MAPK, qui sont alors
transportées dans le noyau où elles phosphorylent certains facteurs de transcriptions
(129,130).
5.2.2- Activation par les récepteurs couplés aux protéines G
Autres que les récepteurs à activité tyrosine kinase, les récepteurs couplés aux protéines
G peuvent également activer la voie des MAPK. Certains récepteurs couplés aux
protéines Gq, Gi ou Gs, comme les récepteurs à l’angiotensine ou aux catécholamines,
empruntent diverses voies faisant intervenir différentes protéines pour réguler par action
directe ou indirecte les trois membres classiques, MAPKKK, MEK et MAPK, de la voie
des MAPK. Parmi les divers mécanismes impliqués dans l’activation des MAPK, les
récepteurs couplés aux protéines Gs sont ceux qui régulent principalement l’activité des
MAPK par l’intermédiaire de l’AMPc et des PKA. Dans certains types de cellules, les
PKA peuvent directement inhiber ou activer la phosphorylation de MEK-1 sans
l’intervention de Ras. Par ailleurs, les sous-unités 3y des protéines Gq et Gi peuvent
réguler les MAPK par des mécanismes distincts faisant intervenir l’activation de
diverses protéines adaptatrices ou enzymes comme Src, Shc et la P13-kinase.
L’activation de ces derniers par les protéines G renforce l’activation de la cascade de
phosphorylation de Ras et subséquemment de tous les membres de la voie MAPK.
Dernièrement, la sous-unité u de la protéine Gq, via sa voie de signalisation de la PLC
et de la PKC, active la voie de la MAPK en stimulant directement ou indirectement la
protéine MAPKKK (131,132).
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5.3- ISOFORMES DES MAPK
Les MAPK sont constituées de plusieurs familles. Parmi l’ensemble, «extracellular
signal-regulated kinase 1/2» (ERK 1/2), «c-Jun N-terminal kinase» (JNK), «p38 stress
activated kinase» (p38) et «extracellular signaÏ-regulated kinase 5» (ERK5) sont les
mieux caractérisées et étudiées. En état inactif, toutes les isoformes sont situées dans le
cytosol et sont transportées dans le noyau une fois activées. Ainsi, les MAPK servent de
relais entre les événements cytoplasmiques et nucléaires. L’activation de toutes les
isoformes des MAPK nécessite absolument la phosphorylation sur deux résidus: une
tyrosine et un thréonine. La phosphorylation sur seulement un résidu n’active pas ces
enzymes. De plus, un «cross-talk» existe entre les trois isoformes des MÀPK. Certains
facteurs de transcriptions et protéines peuvent par exemple être phosphorylés par plus
qu’une isoforme de MAPK. De la même façon, les MEK spécifiques à l’isoforme de
p38 peuvent par exemple être activées par les MAPKKK de JNK et vice versa (127-
129).
5.3.1- ERK1/2
Cette famille des MAPK est composée de deux isoformes, ERK 1 et ERK 2, et est
souvent référée par ERK1/2. Ces deux protéines ont respectivement un poids
moléculaire de 44 et 42 kDa et possède 85% d’homologie entre elles (128). Elles sont
exprimées de façon ubiquitaire et assurent principalement les fonctions de prolifération,
de migration et de différentiation cellulaire (128). Elles jouent aussi un rôle
prépondérant dans le cycle cellulaire, plus précisément, entre les phase Gi et S (133).
L’activation de ERKY/2 est initiée par les MAPKKK de type Raf ou Mos et
subséquemment par les MEK 1 et 2 (Figure 9) (134). Cette cascade de signalisation
peut être activée par une variété de stimuli comme par le facteur de croissance épidermal
(EGf) et le PDGf, par les peptides vasoactifs d’angiotensine II, d’endothéline et par
l’insuline (135). Une fois activée, ERK1/2 phosphorylent les résidus sérine ou thréonine
qui se trouvent à proximité des résidus prolines (séquence consensus Pro-Leu-Ser/Thr
Pro) de plusieurs types de substrats incluant des protéines nucléaires, des protéines
cytosoliques et des facteurs de transcription tels que Elkl, c-Myc, la polymérase d’ARN
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II, la kinase S6 ribosomale et la phospholipase A2 cytosolique (128,136). Les ERK1/2
peuvent également stimuler la transcription des gènes c-fos et c-Jun, entraînant ainsi la
production des facteurs de transcription fos et Jun (128) . La déphosphorylation et par
conséquent l’inhibition de l’activité de ERK1!2 se fait par l’intermédiaire des
phosphatases sélectives de type 1, 3 et 4 (137-139). La présence de ERK1/2, plus
précisément de ERK2, est essentielle pour la formation du mésoderme au stade
embryonnaire (140). Les gènes des souris supprimés de ERK1 et MEK2 se développent
normalement alors que, les souris n’exprimant pas ERK2 et MEK1 démontrent des
problèmes lors du développement du placenta (141-143).
5.3.2- JNK
JNK, aussi coimue sous la nomenclature de JNK/SAPK, est une famille de protéines de
46 et 54 kDa qui comporte trois isoformes, JNK1, JNK2 et JNK3, encodées par trois
gènes différents (129). Chaque gène subit un épissage alternatif entraînant plusieurs
copies différentes du même isoforme INK1 existe par exemple sous quatre isoformes
différentes, JNK1aY, JNK1a2, JNK1b1 et JNK1b2 (128). Les JNK1 et JNK2 sont
exprimées de façon ubiquitaire alors que, INK3 est majoritairement exprimée dans le
cerveau et le coeur (129). Les JNK1, JNK2 et JNK3 sont identiques à 85% et sont
activées par les lipopolysaccharides, la radiation ultraviolette, le stress oxydatif les
cytokines et l’hyperosmolarité (144). La cascade d’activation de JNK est principalement
initiée par MAPKKK 1 et 4 et ensuite par les MEK4 et MEK7 (Figure 9) (129). Une
fois activée, JNK a comme cible nucléaire des facteurs de transcription ou des gènes
comme Elk-1, c-Jun, AP-1, ATF2 (129). Cette voie de signalisation est impliquée dans
la prolifération et la différentiation des cellules T, dans la production d’interleukine-2
mais surtout, dans le phénomène de l’apoptose (129). Les trois isoformes de JNK sont
inhibées par la phosphatase 1 (145) . La voie de signalisation de JNK est importante
pour la pré-implantation du blastocyste durant le développement embryonnaire des
mammifères (146). De plus, la signalisation de JNK est impliquée dans le
développement de l’obésité et du diabète de type 2 (147). Les souris double «knock-out»
des gènes INK1/ JNK3 et des gènes JNK2/ INK3 survivent et se développent
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normalement. Néanmoins, les souris double «knock-out» des gènes JNK1/ JNK2
meurent au cours du stade embryonnaire dû à des malformations neuronales (148).
Growth factors Stress
Stimuli cytokines (Oxidation, UV, Osmolarity)
Ï
Rat, Mos, UEKK213, MEKKI-4, ULK3, MEKKI -4, MLK3,
MAPKKK Cot Cot ASKI, TAKI ASKI, TAKI
I 1 1 •1 1.
MAPKK MEKI 12 MEK5 MKK4I7 UKK3I6
+ I 1’ 1 4
MAPK ERKI /2 ERK5IBMKI JNK1-3 p33u, 1, ‘j,
4 4 4 4
Substrates Elk-1, Sapi, MEF2C, Sapla, c.jun, Elk.1, MAPKÂPK2I3,
p9ORSK, Tau, SGK ATF2 ATF-2, MEF2C
Stathmin
Figure 9. Voie d’activation des différentes isoformes des «mitogen-activated
protein kinases»2 (MAPK)
Abréviations. MAPKKK MAPK kinase kinase; MAPKK ou MEK MAPK kinase, ERKI/2,
«extraceihilar signal-regulated kinase 1/2»; ]NK, «c-Jun N-terminal kinase», p38, «p38 stress
activated kinase»; ERK5, «extraceiltilar signal-regulated kinase 5», BMK], «Big MAPK-]».
Références: Imajo M., Tsuchiya Y., Nishida E. Regulatory mechanisms and
functions ofMAP kinase signaling pathways. IUBMB Lfè. 2006; 5$ (5-6), p. 313
5.3.3- p38
La famille de p38 est composée de cinq isoformes: p3$Œ, p3$3 p3$t32, p3$’y et p386
(114). L’expression de ces isoformes varie en fonction du type cellulaire ou tissulaire.
La p38Œ est majoritairement exprimée dans les leucocytes et dans la moelle épinière. La
p38f3 est exprimée dans le cerveau et le coeur, alors que la p3$y se retrouve dans le
muscle squelettique (129). Les isoformes de cette famille peuvent être activées par le
stress oxydatif et osmotique, par l’exposition à l’ultraviolet et en réponse aux toxines et
agents inflammatoires (128). La cascade d’activation de p38 est majoritairement initiée
par les MAPKKK de type AK-1 et TAK-1 (129). Les MEK 3 et MEK 6 activent les
2 Tous les noms mentionnés dans la figure 9 ne sont pas tous cités dans le texte.
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p38, plus spécifiquement, MEK 3 phosphoryle surtout les isoformes p38c et p3$3 alors
que, MEK 6 phosphoryle toutes les isoformes de la p38 (Figure 9) (149). Les substrats
de la p38 sont des facteurs de transcription comme ATF-2, Elk et SP-l ainsi que des
protéines nommées «MAP-kinase-activated prote in kinase-2» et «MAP-kinase-activated
protein kinase-3» (129). La voie de signalisation de la p38 est principalement impliquée
dans l’apoptose et dans la production de cytokines et de chemokines comme
l’interleukine-1,6 et 2 (129). Toute comme la voie de INK, la p38 est également
impliquée dans la pré-implantation du blastocyste au cours du développement
embryonnaire des mammifères (146).
5.3.4- ERK5
ERK5, anciennement connue sous le nom de «31g MAFK-1», est l’isoforme des MAPK
qui est le plus récemment caractérisée et étudiée. Cette isoforme est exprimée de façon
ubiquitaire et comparativement à ERK1/2, elle possède un segment additionnel de 400
acides aminés à l’extrémité C-terminale de la chaîne peptidique (128). À l’état inactif
ERK5 se localise dans le cytosol par contre, dans certains types cellulaires comme dans
les cellules CO$7, HeLa et Rati, ERK5 peut également se retrouver dans le noyau
même en absence de stimulation (134). L’activation de ERK5 est seulement initiée par
les MAPKKK 2 et 3 et subséquemment par MEK 5 (Figure 9) (150,151). Cette dernière
est très spécifique à ERK5 et ne phosphoryle aucune autre isoforme des MAPK. De
plus, MEK5 ne peut pas s’activer par les MAPKKK de la voie de signalisation de
ERK1/2 (152). ERK5 est activée par le stress oxydatif l’hyperosmolarité et par le
facteur de croissance neural, l’EGF ainsi que par le sérum (128). Les fonctions
physiologiques de la cascade de signalisation de ERK5 ne sont pas encore entièrement
détaillées, néanmoins il a été observé qu’une fois activée, ERK5 joue un rôle dans la
prolifération cellulaire, le cycle cellulaire, l’inhibition in viiro de l’apoptose des cellules
endothéliales et la différentiation neuronale (134). ERK5 phosphoryle les facteurs de
transcription comme le «myocyte enhancer Jactor 2C», Sapla, c-Myc et stimule la
transcription des gènes c-Fos et c-Jun. Bien que ERK1/2 et ERK5 ont des substrats en
commun, il a été démontré que ces deux isoformes ont des rôles in vivo différents (134).
Dans les cellules cardiaques ERK5 et ERK1/2 sont contrôlées différemment et de façon
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indépendante (153). L’expression de ERK5 est primordiale dans le développement
cardiovasculaire et de la différentiation neuronale au stade embryonnaire et adulte des
souris (127). Plus spécifiquement, la voie de signalisation de ERK5 contribue à
l’angiogénèse au cours de la vie embryonnaire. Les souris «knock-out» du gène ERK5
meurent au jour 10 du stade foetal à cause de complications cardiovasculaires (154).
5.4- MAPK ET PATHOLOGIES CARDIOVASCULAIRES
La balance entre l’activation et l’inactivation des MAPK est cruciale pour la production
de réponses cellulaires spécifiques. Néanmoins, toute activation excessive ou
inappropriée de la cascade de signalisation des MAPK est impliquée dans le
développement ou la progression de plusieurs pathologies comme l’hypertension, le
diabète et l’arthérosclérose. Des peptides vasoactifs tels que l’angiotensine II et
l’endothéline-l, peuvent réguler la voie des MAPK. À cet effet, il a été démontré que
l’angiotensine II, un puissant vasoconstricteur, stimule l’activation des MAPK en
entraînant l’hyperplasie et l’hypertrophie des CMLV provenant des artères humaines
(118,155). De plus, l’activation de la voie des MAPK par l’angiotensine II et
l’endothéline-l, est impliquée dans la progression des complications vasculaires de la
pathologie de l’hypertension (156). La modulation des MAPK par l’ANP et le NO, deux
vasodilatateurs, a aussi été démontrée dans les cellules musculaires lisses. Contrairement
à l’angiotensine II, l’ANP inhibe l’activation des MAPK en réponse à la stimulation du
PDGF dans les astrocytes (49). D’autre part, le NO altère soit positivement ou
négativement l’activité des MAPK dépendamment du type de cellules. Par exemple dans
les CMLV, NO diminue l’activité de ERK1/2, un effet qui est bénéfique pour contrer les
complications liées à la prolifération cellulaire des pathologies vasculaires (49).
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6- OBJECTIFS
Une relation entre le NPR-A et le NPR-C a été documenté dans la littérature (57,59). La
suppression du NPR-C par les antisenses de ce récepteur résulte dans la stimulation de la
production de la GMPc en réponse à l’ANP, un phénomène qui pourrait être dû à la
suractivation du NPR-A (57). Par ailleurs, la suppression du NPR-A par les antisenses du NPR
A entraîne l’augmentation de l’expression du NPR-C dans les CMLV (résultats non publiés).
Puisque l’activation du NPR-A stimule la production de la GMPc et que le NPR-A régule
l’expression du NPR-C, il est probable que le NPR-A module le NPR-C via la voie de la GMPc.
Sachant que le NO est un activateur de la production de la GMPc, il se pourrait également que le
NO puisse mimer l’action de la GMPc et altérer l’expression et la signalisation AC du NPR-C.
De plus, les études récentes de notre laboratoire ont démontré que le traitement des rats avec du
L-NAME, un inhibiteur de la NOS, engendre l’augmentation de la pression artérielle, de
l’expression des protéines GiŒ et induit l’atténuation de l’inhibition de l’AC stimulée par le
NPR-C dans les coeurs de rats (157). Il n’est toutefois pas connu si l’atténuation observée dans
les rats L-NAME est attribuable à la diminution de l’expression de la protéine NPR-C.
L’objectif de cette étude consiste à évaluer l’effet du NO sur l’expression et l’activité du NPR-C
dans les CMLV. Si le NO régule cette protéine, le second but de ce projet sera de déterminer le
mécanisme d’action par lequel NO régule le NPR-C et sa voie de signalisation au niveau
cellulaire. Afin d’examiner ces objectifs, des CMLV provenant de la culture primaire des aortes
de rats ainsi qu’une lignée de CMLV clonale provenant des aortes thoraciques de rats
embryonnaires (CMLV de type A 10) seront utilisées. Les CMLV de type A 10 seront traitées
avec du 8-nitroso-N-acetylpenicillamine (SNAP), un donneur de NO, pour diverses périodes de
temps et l’expression des protéines NPR-C, GiŒ-2 et GiŒ-3 sera déterminée par
immunobuvardage de type Western. L’effet du NO sur l’activité de l’AC sera également
examiné dans les CMLV de type AlO. En second lieu, pour vérifier si le NO régule le NPR-C
par un mécanisme GMPc-dépendant ou -indépendant, les CMLV de type AlO seront incubées
avec du SNAP en absence ou en présence d’ODQ, un inhibiteur de la GCs, de KT5823, un
inhibiteur de la PKG et de MnTBAP, un neutraliseur de la molécule du peroxynitrite, et
l’expression du NPR-C sera ensuite évaluée. Finalement, si les résultats montrent que le NO agit
par un mécanisme indépendant de la GMPc, l’effet du NO sur le degré de phosphorylation des
MAPK sera examiné dans les CMLV par la méthode d’immunobuvardage de type Western.
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Objective. We have recently shown that the inhibition of NO synthase by 1V6-nitro-L-
arginine methyl ester (L-NAME) attenuates natriuretic peptide receptor C (NPR-C)
mediated inhibition of adenylyl cyclase, however, whether this attenuation is attributed
to the decrease in NPR-C expression is not known. The present studies were undertaken
to examine if NO could modulate the expression of NPR-C and associated adenylyl
cyclase signaling in vascular smooth muscle cells (VSMC). Methods. Rat aortic VSMC
and AlO VSMC from rat embryonic thoracic aorta were treated with S-nitroso-N
acetylpenicillamine (SNAP), a NO donor, at different time periods and the levels of
NPR-C, GiŒ-2, GiŒ-3 and mitogen-activated protein kinases (MAPK) were determined
by Western Blotting using specific antibodies. Adenylyl cyclase activity was determined
by measuring [32P]cAMP formation from [Œ-32P]ATP. Resuits. Treatment of aortic
VSMC and AlO VSMC with SNAP decreased the expression of NPR-C, GicL—2 and
GiŒ—3 proteins in a time-dependant manner. The maximal inhibition was between 25-
30%. The decreased expression of GiŒ proteins was observed at 6 h, whereas, the
decrease in NPR-C protein expression was observed at 2 h. The decreased expression of
NPR-C protein at 2 h when the levels of Gkx were flot altered was not reflected in NPR
C-mediated attenuation of adenylyl cyclase activity. However, at 24 h, when the levels
of both NPR-C and GiŒ were decreased, NPR-C-mediated inhibition of adenylyl
cyclase by C-ANP423 was completely abolished. Furthermore, ODQ, an inhibitor of
soluble guanylyl cylase, and KT5$23, an inhibitor of protein kinase G, were unable to
restore the SNAP-induced decreased expression of NPR-C protein to control levels. In
addition, MnTBAP, a scavenger of peroxynitrite, was unable to restore to control levels
the SNAP-induced decreased expression of NPR-C protein. SNAP also decreased the
activation status ofMAPK such as p-ERK1/2, p-JNK and p-p38 in VSMC, which were
not restored to control levels by ODQ, KT5 223 and MnTBAP. Conclusion. These
resuits indicate that NO decreases NPR-C protein expression by cGMP-independent
mechanisms and that the decreased expression ofNPR-C and Gi proteins by NO follows
a temporal relationship. It could thus be suggested that NO-induced downregulation of
NPR-C and Gi proteins that result in an augmentation of cAMP levels may be an
additional mechanism through which NO regulates blood pressure.
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INTRODUCTION
Natriuretic peptides (NP) are a family of three peptide hormones termed atrial
natriuretic peptide (ANP), brain natriuretic peptide (BNP) and C-type natriuretic peptide
(CNP), ail of which are produced in mammalian hearts, including human (J). ANP
reguiates a variety of physioiogicai parameters, inciuding blood pressure (2) by
interacting with receptors on plasma membrane either to generate second messengers
such as cyciic AMP (cAMP) (3-5), cyciic GMP (cGMP) (6, 7) or to affect ion channeis
(2). Three types of natriuretic peptide receptors (NPR) have been cloned; NPR-A (8)
and NPR-B (9) subtypes are membrane bound guanyiate cyciases (130-180 kDa) that
mediate biologicai actions of NP through reguiation of intracellular cGMP ieveis (2),
whereas NPR-C (10,1]) is a disuifide-bridged homodimer of 67 kDa and 77 kDa
subunits with a broad range of iigands inciuding ANP, BNP, CNP and des[Gin’8, Ser’9,
G1y20, Leu21, Giy22] ANP423-amide C-ANP (C-ANP423) which does not show any
afflnity for NPR-A and NPR-B (12,13). The 77 kDa subunit of NPR-C is invoived in
NP intemalization and thus serves as a ciearance receptor (12,13), while the 67 kDa
subunit is coupied to adenyiyi cyciase inhibition through inhibitory guanine nucleotide
reguiatory protein (Gi) (10,11) or to activation ofphospholipase C (15).
The adenyiyi cyciase/cAMP signal transduction system is impiicated in the
reguiation of cardiovascular functions and is composed of three components: receptor,
cataiytic subunit and guanine nucieotide regulatory protein (G protein). The stimuiatory
and inhibitory responses of the hormones on adenylyl cyclase are mediated by
stimuiatory (Gs) and Gi proteins, respectiveiy (16). G proteins exist as heterodimers of
x, 13, ‘y subunits and the specificity of G proteins is attributed to x- subunit. Moiecuiar
cloning has revealed four different forms of GsŒ resuiting from the differentiai spiicing
of one gene (17) and three distinct forms of Giœ GiŒ-1, Gia-2, GiŒ-3 encoded by three
different genes (18). Ail tbree isoforms of GiŒ are impiicated in the reguiation of
adenylyl cyciase inhibition (18). The NPR-C and associated Gi protein-adenyiyi cyclase
signaling has been reported to be reguiated by various vasoactive peptides such as
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angiotensin II, ANP, endothelin and arginine-vasopressin, as well as nitric oxide (NO)
(19-23).
NO is a diffusible universal messenger that acts as an important biological
signaling molecule in diverse physiological processes, including vasorelaxation (24).
Both NO and NP function as vasodilators by activation of the guanylate cyclase/cGMP
pathway (25). NO stimulates soluble guanylyl cyclase (sGC) while NP activate
membrane-bound particulate guanylyl cyclase of NPR-A/NPR-B and increase cGMP
levels (25). NO has also been shown to act by cGMP-independent mechanisms,
including through activation of mitogen-activated protein kinases (MAPK) (24,26). We
have recently shown that the inhibition of NO synthase by M6-nitro-L-arginine methyl
ester (L-NAME) attenuates the NPR-C-mediated inhibition of adenylyl cyclase
however, whether this attenuation is attributed to the decrease in NPR-C expression is
not known. We therefore undertook the present studies to investigate the modulation of
NPR-C by NO in vascular smooth muscle celis (VSMC).
We have provided the first evidence that NO decreases the expression of NPR-C
protein by a cGMP-independent mechanism and that the decreased expression of NPR
C by NO precedes the attenuated expression of Gi proteins. The modulation of NPR-C




[Œ-32P]ATP was purchased from GE HealthCare BioSciences (Montreal, Quebec).
Des{Gln’8, Ser19, G1y20, Leu21, G1y22J ANP423-amide C-ANP (C-ANP423) was from
Bachem Laboratories (USA). Mn(1 1 1)tetralis (benzoic acid porphyrin) (MnTBAP) and
KT5$23 were purchased from Cedarlane Laboratories (Hornby, Ontario). Antibodies
directed against NPR-C (N-20), GiŒ-2 (L-5), GiŒ-3 (C-10), p-ERK (E-4) (against
phosphorylated Tyr-204 of ERK1/2), total ERX (C-14), pJNK (D-8) (against
phosphorylated Thr-183 & Tyr-185). total JNK (C-20), p-p38 (G-7) (against
phosphorylated Tyr-182), total P38 (F-3), dynein (74-1) and Western blotting reagents
were purchased from Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, Califomia). All other
chemicals were purchased from Sigma-Aldrich (St-Louis, Missouri).
METHODS
Ceil culture and incubation
Rat aortic VSMC were cultured as described previously (27). A-10 cell une (AlO
VSMC) from rat embryonic thoracic aorta was obtained from American Type Culture
Collection (ATCC, Rockville). The cells were plated in 75 cm2 flasks or in 100 mm
plates and were incubated at 37°C in 95% air and 5% C02 humidified atmosphere in
high glucose Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) (with glucose, L
glutamine, and sodium bicarbonate) containing 1% antibiotics and 10% heat-inactivated
fetal bovine serum (FBS). VSMC and AlO celis were passaged upon reaching
confluence with 0.5% trypsin containing 0.2% EDTA (VSMC were used between
passages 4 and 10). Confluent cells were starved by incubation for 3 or 24h in DMEM
without FBS at 37°C to reduce the interference by growth factors present in the serum.
These ceils were then incubated in the presence or absence of ODQ (20 iiM), KT5 823
(1 iM) and MnTBAP (20 tM) 2 hours prior to SNAP (100 tM) treatment. After
incubation for different turne periods at 3 7°C, ceils were lysed with lysis buffer (25
mmol/L Tris-HC1 pH 7.5, 25 mmol/L NaC1, 1 mmol/L Na orthovanadate, 10 rnrnol/L
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Na fluoride, 10 mmol/L Na pyrophosphate, 2 mmol/L benzamidine, 2 mrnol/L
ethylenebis(oxyethylenenitrolo)-tetraacetic acid, 2 mmol/L ethylenediamine tetraacetic
acid, 1 mmol/L phenylmethylsulfonyl fluoride, 10 JIg/mL aprotinin, 1% Triton X-100,
0.1% sodium dodecyl sulfate and 0.5 jig/mL leupeptin) or were homogenized in a
Dounce homogenizer (Wheaton, Miliville). The homogenate was collected by
centrifugation at 4°C for 10 minutes at 2800 RPM and resuspended in Tris-EDTA
homogenizing buffer (TE buffer (10 mmol/L Tris-UC1, 1 mrnol/L EDTA, pH 7.5)) and
was used for adenylyl cyclase assay. On the other hand, celi lysates were centrifuged at
12 000 RPM for 10 minutes at 4°C and were used for immunoblotting studies. Ceil
viability was checked with the trypan blue exclusion technique.
Adenylyl cyclase activity determination
Adenylyl cyclase activity was determined by measuring [32PÏcAMP formation
from [Œ32P]ATP as described previously (10,14). Typical assay medium contained 50
mmol/L glycylglycine, pH 7.5, 0.5 mmol/L MgATP, [x-32P]ATP (1.5 x 106 cpm), 5
mmol/L MgC12 (in excess of ATP concentration), 100 mmol/L NaC1, 0.5 mmol/L
cAMP, 0.1 mmol/L EGTA, 10 IImol/L GTPyS, 1 mmol/L 3-isobutyl-1-methylxanthine
(IBMX) and an ATP-regenerating system consisting of 2 mmol/L creatine phosphate,
0.1 mg creatine kinase/ml and 0.1 mg of myokinase/ml in a final volume of 200 iL.
Incubations were initiated by the addition of the membrane preparations (20-30 tg) to
the reaction mixture, which had been thermally equilibrated for 2 min at 37°C. The
reactions conducted in triplicate for 10 min at 37°C were terminated by the addition of
0.6 mL of 120 mmol/L zinc acetate containing 0.5 mmol/L unlabeled cAMP. cAMP was
purified by coprecipitation of other nucleotides with ZnCO3 by addition of 0.5 mL of
144 mmol/L Na2CO3 and subsequent chromatography by the double column system.
The unlabeled cAMP served to monitor the recovery of the [32PJcAMP by measuring
absorbance at 259 nm. Under the assay conditions used, adenylyl cyclase activity was
linear with respect to protein concentrations and time of incubation. Protein




Western blotting of Gi proteins, NPR-C, and MAPK was performed as described
previously (23,28,29). After sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis
(SDS-PAGE), the separated proteins were transferred to nitrocellulose membranes (Bio
Rad; Ontario, Canada) with semidry transblot apparatus (Bio-Rad). The proteins on the
membranes were stained with Ponceau S to confirm that equivalent amount of proteins
were loaded into each well. The membranes were then blocked for 1 h at room
temperature in PBS containing 5% dehydrated milk and 0.2% Tween 20 and were then
incubated with antibodies directed against NPR-C (N-20), GiŒ-2 (L-5), Gia-3 (C-10), p
ERK (E-4) (against phosphorylated Tyr-204 of ERK1/2), total ERK (C-14), p-INK (D
8) (against phosphorylated Thr-1 83 & Tyr-1 $5), total INK (C-20), p-p38 (G-7) (against
phosphorylated Tyr- 182), total P3 $ (f-3) and dynein (74-1) (used as control for protein
loading), overnight at 4°C. The antibody—antigen complexes were detected by
incubating the membranes with horseradish peroxidase-conjugated antibodies for 1 h at
room temperature. The blots were visualized by enhanced chemiluminescence (ECL)
Western-blotting detection reagents from Santa Cruz. The autoradiograms were
quantified by densitometric scanning using an enhanced laser densitometer (LKB
Ultrason XL, Pharmacia, QC, Canada) and the gel scan evaluation software (version
2.1) from Pharmacia. The scanning was one dimensional and scanned the entire area of
protein bands in autoradiograms.
Statistical analysis
Resuits are presented as means + SEM. Comparisons between groups were made
with analysis of variance (ANOVA) in conjunction with the Newman-Keuls test or
either using Student’s / test for unpaired samples. Results were considered statistically
significant at P < 0.05.
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RESULTS
Effect ofSNAP treatment 011 NPR-Cprotein levets in AlO VSMC
We have earlier shown that the inhibition of NO synthase by A’6-nitro-L-arginine
methyl ester (L-NAME) attenuates the NPR-C-mediated inhibition of adenylyl cyclase
however, whether this attenuation is attributed to the decrease in NPR-C expression is
not known. In order to investigate if NO could also modulate the expression of NPR-C
protein, we treated AlO VSMC with 100 !tM SNAP for different tirne periods and the
levels of NPR-C protein were deterrnined by immunoblotting using specific antibody
directed against NPR-C protein. The resuits shown in Fig. 1 indicate that the levels of
NPR-C protein were significantly attenuated in treated celis by about 40 + 1 % afier 2 h
of SNAP treatment and remained decreased until 24 h of treatment.
Effect ofSNAP treatntent on NPR-C-ntediated inhibition ofadenytyl cyctase
To investigate if the decreased levels of NPR-C by SNAP treatment were reflected
in NPR-C-mediated inhibition of adenylyl cyclase, the effect of SNAP treatment was
examined on C-ANP423-mediated inhibition of adenylyl cyclase in AlO VSMC. The
results shown in Fig. 2 indicate that C-ANP423 that interacts specifically with NPR-C.
inhibited adenylyl cyclase activity in a concentration-dependent manner in control celis,
with a maximal inhibition of about 35%. However, the treatrnent of celis with SNAP for
2 h (short term) did flot alter the extent of inhibition of adenylyl cyclase by C-ANP423,
whereas longer treatment of celis (24 h) with SNAP completely attenuated the C-ANP4
23-mediated inhibition of adenylyl cyclase activity.
Time-Course ofSNAP treatment on Giprotein tevets in AlO VSMC
We have earlier shown that treatment of AlO VSMC with SNAP for 24 h
decreased the levels of GiŒ-2 and GiŒ-3 proteins (23); however, the temporal
relationship between the effect of SNAP and GiŒ protein expression was flot
investigated. Therefore. it was of interest to examine if the short terni treatment of AlO
VSMC with SNAP also decreases the expression of GiŒ proteins. To test this, the effect
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of SNAP on GiŒ protein expression at different time of treatment was investigated. The
resuits shown in fig. 3 indicate that the levels of GiŒ-2 (fig. 3A) and GiŒ-3 (fig. 313)
were flot altered at 2 h of treatment with SNAP, but started decreasing at 6 h and a
decrease of about 30-35% was observed at 24 h of treatment, as determined by
densitometric scanning.
Effect of ODQ, KT5823 and MnTBAP on SNAP-induced decreased expression of
NPR-C
Since NO has been shown to act by cGMP-dependent and -independent pathways
(24), it was of interest to examine if NO-induced decreased expression of NPR-C
protein is mediated through cGMP pathway or involves some other mechanisms. b test
this, we examined the effect of ODQ, an inhibitor of sGC, on the expression of NPR-C
protein in control and SNAP-treated AlO VSMC. The results shown in Fig. 4A indicate
that ODQ inhibited NPR-C protein expression by 10% and was unable to reverse the
SNAP-induced decreased levels ofNPR-C to control levels.
b further confirm our finding, we tested the effect of K15 $23, a protein kinase G
(PKG) inhibitor, on the SNAP-induced decreased expression ofNPR-C protein in AlO
VSMC. The resuit shown in Fig. 43 indicates that KT5$23, like ODQ, was also unable
to restore the SNAP-induced decreased level ofNPR-C. These data strongly suggest that
NO-induced decreased expression of NPR-C protein occurs through a cGMP
independent mechanism.
NO has been reported to form peroxynitrite (0N00) by its interaction with
superoxide anion (02) in VSMC (30). To investigate if NO-induced decreased level of
NPR-C protein was attributed to the formation of peroxynitrite, we investigated the
effect of MnTBAP, a scavenger of peroxynitrite and superoxide dismutase mimetic
agent, on SNAP-induced decreased level of NPR-C protein in Al O VSMC. The resuits
shown in Fig. 4C reveal that MnTBAP did not restore the SNAP-induced decreased
expression of NPR-C protein toward control levels, suggesting that peroxynitrite was
flot responsible for the NO-mediated decreased expression ofNPR-C protein.
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Efftct ofSNAP, ODQ and KT5823 treatments on MAPK activity in VSMC
NO lias been shown to regulate MAPK activity by cGMP-dependant and -
independent rnechanisms (31,32). In order to investigate if SNAP could modulate the
MAPK activation in VSMC, we examined tlie effect of SNAP on the phosphorylation of
ERK1/2, JNK and p38 in V$MC. The resuits shown in Fig. 5 illustrate tliat tlie control
celis exhibited basal levels ofphosphorylation ofERK1/2 (Fig. SA), JNK (Fig. 5B) and
p38 (f ig. 5C) which were inhibited by SNAP treatment by about 30 ± 3%.
Since SNAP-induced downregulation of NPR-C is mediated by a cGMP
independent mechanism, it was of interest to examine if $NAP-induced decreased
activation of MAPK is also mediated by cGMP-independant mechanism. b test this
possibility, the effect of ODQ and KT5 $23 on the phosphorylation of MAPK in control
and SNAP-treated VSMC was examined. Tlie results shown in Fig. 5 indicate that ODQ
was unable to reverse the SNAP-induced decreased phosphorylation of ERK1/2 (Fig.
SA), JNK (Fig. SB) and p38 (Fig. SC). In addition, KT5$23 was also unable to restore
the SNAP-induced decreased phosphorylation of ERK1/2 (Fig. SA), JNK (Fig. 5B) and
p38 (Fig. 5C). These data suggest tliat NO-mediated decreased activation of the MAPK
occurs through a cGMP-independent meclianism.
Effect 0fMn TBAP on SNAP-induced decreased activation ofMAPK
To further investigate if peroxynitrite was responsible for tlie NO-induced
decreased phosphorylation of MAPK, we investigated the effect of MnTBAP on SNAP
induced decreased phosphorylation of different MAPK in VSMC. The results shown in
Fig. 6 illustrate tliat MnTBAP treatment did not restore the SNAP-induced decreased
phosphorylation ofERK1/2 (Fig. 6A), JNK (Fig. 6B) and p38 (Fig. 6C) toward control
levels, suggesting that NO-induced decreased activation of MAPK was not attributed to
the formation of peroxynitrite.
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DISCUSSION
We have recently shown that the exposure of VSMC to SNAP for a long period of
time (24 h) decreased the expression of NPR-C, GiŒ-2 and Gkx-3 proteins as well as
associated ftmnctions (23). In the present studies, we demonstrate for the first time that
short terrn treatrnent of AlO VSMC with SNAP for 2 h decreased the expression of
NPR-C, whereas NPR-C-mediated inhibition of adenylyl cyclase was not affected.
However, longer treatment of celis with SNAP resulted in the attenuation of NPR-C
expression as well as NPR-C-mediated adenylyl cyclase inhibition. Our results are in
accordance with previous studies showing that treatment of Ai O VSMC with $NAP for
24 h decreased the expression of NPR-C protein as well as NPR-C-mediated inhibition
of adenylyl cyclase activity by C-ANP423 (23). However, our resuits are in contrast to
the in vivo studies reporting that rats treated with L-NAME for 4 weeks, an inhibitor of
NO synthase that resuits in the decreased levels of NO, exhibited decreased expression
of NPR-C mRNA in thoracic aorta as well as attenuation of NPR-C-mediated inhibition
of adenylyl cyclase activity in rat hearts (28,33). The apparent discrepancies may be
attributed to the differences in the method and type of treatrnent, i.e. in vivo study (rats)
vs. in vitro study (VSMC), acute treatment vs. chronic treatment. It may be possible that
the downregulation of NPR-C mRNA and NPR-C associated functions in L-NAME
hypertensive rats may be due to the influence of the renin angiotensin system, because
treatment of L-NAME hypertensive rats with losartan, an AI1 receptor antagonist was
able to completely restore the attenuated NPR-C-mediated inhibition of adenylyl cyclase
to control levels (34).
Our resuits showing that the decreased expression of NPR-C protein by short term
treatment with SNAP preceded the attenuated expression of GiŒ proteins in AlO V$MC
are quite intriguing and suggest that NPR-C-mediated decreased levels of cAMP may be
responsible for the decreases in Gia protein expression. In this regard, a chronic
exposure of adipocytes with adenosine agonist N6-phenylisopropyladenosine that
interacts with inhibitory adenosine receptor (Ai) and inhibits adenylyl cyclase activity
and cAMP levels has also been reported to decrease the levels of GiŒ proteins (35). In
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addition, isoprenaline that stimulates adenylyl cyclase activity and cAMP levels has
been shown to augment the levels of Gia proteins (36).
Our resuits showed that NO-induced decreased expression of NPR-C and GiŒ
protein was also reflected in decreased inhibition of adenylyl cyclase by NPR-C
activation by C-ANP423 afier 24 h of treatment. However, a correlation between the
decreased levels of NPR-C protein and decreased NPR-C-mediated inhibition of
adenyÏyÏ cyclase did not exist at 2 h of SNAP treatment, which may be due to the
possibility that at this time, the levels of GiŒ protein that couple NPR-C to adenylyl
cyclase were not altered. Thus, it appears that decrease in NPR-C only without alteration
in the other components may not solely be responsible for the attenuation of NPR-C
mediated inhibition of adenylyl cyclase. This notion is supported by our resuits showing
that a complete attenuation of C-ANP423-mediated inhibition of adenylyl cyclase afier
24 h of SNAP treatment was associated with decreased levels of both Giu and NPR-C
proteins. These resuits are in accordance with our previous studies showing that
treatment of VSMC with C-ANP423 for 24 h that resuhed in complete attenuation of
NPR-C-mediated inhibition of adenylyl cyclase was attributed to the cumulative effect
ofboth decreased levels of Gix proteins and decreased NPR-C density (19).
Our resuits showing that NO-induced decreased expression of NPR-C protein was
not blocked by ODQ, an inhibitor ofsGC and KT5$23, an inhibitor of protein kinase G,
suggest that NO-induced decreased expression of NPR-C protein was not mediated
through a cGMP-dependent mechanism and may involve some other mechanisms. In
this regard, increasing evidence indicate that NO regulates a variety of physiological
functions in a cGMP-independent mechanism, including apoptosis and growth
inhibition in vascular and endothelial celis (37). In addition, peroxynitrite which is
formed by the interaction of NO and superoxide anion (38) did not appear to be
implicated in NO-induced decreased expression of NPR-C. because MnTBAP, a
scavenger of peroxynitrite and superoxide dismutase mimetic agent, did flot restore the
expression ofNPR-C toward control levels.
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We have also demonstrated that NO decreased the phosphorylation of ERK1/2,
JNK and p38 MAPK in VSMC following 24 h of treatment. Our resuits are in
agreement with other studies showing that NO inhibited the activation of ERK1/2, JNK
and p38 in rat VSMC, mouse macrophage-like ce!! une and rat a!veo!ar macrophages
(39-41). However, our resu!ts are in contrast with the studies of other investigators who
have shown that NO stimulated the phosphory!ation of different MAPK in various ce!!
types and methodo!ogy (time oftreatment, choice of NO donor drugs) (31,32,42). The
apparent discrepancies may be attributed to the differences in celi type used in the
different studies. It shou!d also be noted that NO-induced decreased expression ofNPR
C and Gi proteins as we!! as decreased MAPK activation may not be attributed to
apoptosis, because ce!! viability checked by trypan blue exc!usion technique indicated
that >90-95% celïs were viab!e fo!!owing 24 h treatment with SNAP.
We have also shown that NO-induced decreased activation of ERK1/2, INK and
p38 occurs through a cGMP-independent mechanism because ODQ and KT5 823 were
unable to reverse the NO-induced decreased phosphory!ation of different MAPK. These
resu!ts are supported by other studies showing that NO modu!ated the activation of
ERK1/2, JNK and p38 by cGMP-dependent or —independent mechanisms (32,39,42). In
addition, our resuits demonstrating that NO-induced decreased activation of ERK1/2,
JNK and p38 proteins was not due to the formation of peroxynitrite are in contrast to the
studies of other investigators who have reported that peroxynitrite activates the
phosphory!ation of ERK1/2, INK and p38 in various ce!l types (43,44). The apparent
discrepancies may be attributed to the differences in the cel! type or to the type of
treatment, i.e. exogenous peroxynitrite treatment vs. endogenous production of
peroxynitrite.
Taken together, we have shown that NO decreases the expression of NPR-C, Gi
proteins and MAPK activation through a cGMP-independent pathway. It may be
possible that NO-evoked decreased activation of MAPK may be responsible for the
decreased expression of NPR-C and Gi proteins. In this regard, we have previously
shown the involvement of MAPK signaling pathway in angiotensin II-induced enhanced
expression of Giu-2 and GiŒ-3 proteins in VSMC (45). However, whether NO inhibits
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MAPK activation by targeting the Ras/Raf- I signaling activity or by directly targeting
the MAPK is flot clear and needs to be investigated. Thus, it may be suggested that NO
induced inhibition of NPR-C and Gicx protein expression and resultant increased levels
of cAMP as well as decreased activation of MAPK signaling may be the potential
pathway through which NO elicits its vasorelaxant and antiproliferative effects and
thereby regulates blood pressure (f ig. 7).
In conclusion, we have shown that exposure of VSMC to SNAP decreased the
expression of NPR-C and Gio proteins and the activation of MAPK. The decreased
expression of NPR-C by SNAP preceded the attenuated expression of Gia proteins. The
decreased levels ofNPR-C and GiŒ proteins at 24 h were reflected in decreased NPR-C
mediated adenylyl cyclase inhibition. Tt may thus be suggested that the NO-induced
downregulation of NPR-C and Gi protein that resuit in an augmentation of cAMP levels
may be an additional rnechanism through which NO regulates blood pressure.
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FIGURE LEGENDS
figure 1 lime course of SNAP treatment on NPR-C protein expression in AJO
vascular smooth muscle ceils (VSMC). Upper panel: AlO VSMC were
incubated in the absence (control) or presence of 100 11M SNAP for
different time periods. Membranes were prepared and 50 .ig of
membrane proteins from control and treated ceils were used for Western
Blotting for NPR-C protein expression as described previously (23).
Lower panel: Quantification of protein hands shown in upper panel by
densitometric scaiming. The resuits are expressed as percentage of
control taken as 100%. Values are means + SEM of 3 separate
experiments. ***p <0.001.
figure 2 Effect of SNAP on C-ANP4.23-mediated inhibition of adenylyl cyclase
activity in AlO vascular smooth muscle cel]s (VSMC). AlO VSMC
were incubated in the absence (control) or presence of 100 tM SNAP for
2 h or 24 h. Membranes were prepared and adenylyl cyclase activity was
determined in the absence or presence of various concentrations of C
ANP423. Basal enzyme activities in the presence of 10 11M GTP’yS in
control and SNAP-treated ceils (2 h) were 47.8 + 10.3 and 32.8 ± 8.0
pmol cAMP (mg protein-lO min)1. respectively, and at 24 h oftreatment,
were 63.7 ± 14.3 and 33.1 + 6.1 pmol cAMP (mg protein-lO min’,
respectively. Values are means ± SEM of 7 separate experiments
perfomed intriplicates. **p <0.01. ***p <0.001.
figure 3 lime Course of SNAP treatment on the expression of Gia-2 and
GiŒ-3 protein in AlO vascular smooth muscle ce]]s (VSMC). Upper
panel: Al O VSMC were incubated in the absence (control) or presence
of 100 11M SNAP for different time periods. The celi lysates were used
for Western Blotting and the detection of GiŒ-2 (A), GiŒ-3 (B) and
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dynein was determined as described previously (28). Lower panel:
Quantification of protein bands shown in upper panel by densitometric
scanning. The resuits are expressed as percentage of control taken as
100%. Values are means ± SEM of 3-4 separate experiments. *p <0.05.
<0.01 and <0.001.
figtire 4 Effect of ODQ, KT5823 ami MnTBAP on SNAP-induced decreased
expression of NPR-C protein in AlO vascular smooth muscle ceils
(VSMC). Upper panel: AlO VSMC were incubated in the absence
(control) or presence of 20 tM ODQ (A), 1 M KT5 823 (B) or 20 tM
MnTBAP (C) 2 h prior to the treatment with SNAP (100 iiM) for 24 h.
Membrane were prepared and 50 tg of membrane proteins from control
and treated ceils were used for Western Blotting for NPR-C protein
expression as described previously (23). Lower panel: Quantification of
protein bands shown in upper panel by densitometric scanning. The
resuits are expressed as percentage of control taken as 100%. Values are
means + SEM of 3-5 separate experiments. ***p < 0.001
figure S Effect of SNAP, ODQ and KT5$23 on ERKJ/2, JNK and p38
phosphorylation in vascular smooth muscle cells (VSMC). Upper
panel: VSMC were incubated in the absence (control) or presence of 20
tM ODQ or 1 jiM KT5823 2 h prior to the treatment with SNAP (100
tM) for 24 h. The ceil lysates (30 fig) from control and treated ceils were
used for Western Blotting using specific antibodies phospho-Tyr204-
ERK1/2, (A), phospho-Thr183/Tyr’85-JNK (B) and phospho-Tyr182-p3$
(C) for pERK1/2, pJNK and pp38 respectively, as described previously
(29). Blots were also analyzed for total ERK (A), total JNK (B) and total
p38 (C). Lower panel: Quantification of protein bands as performed by
densitometric scanning. The results are expressed as percentage of
control taken as 100%. Values are means ± SEM of 3-6 separate
experiments. ‘p <0.01, ‘‘p <0.001.
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figure 6 Effect of MnTBAP on SNAP-induced decreased phosphorylation of
ERK1/2, JNK and p38 in vascular smooth muscle celis (VSMC).
Upper panel: VSMC were incubated in the absence (control) or presence
of 20 jiM MnTBAP 2 h prior to the treatment with SNAP (100 jiM) for
24 h. Cd lysates (30 ig) from control and treated ceils were used for
Western Blotting as described in the legend of figure 5. Lower panel:
Quantification of protein hands as performed by densitometric scalming.
The resuits are expressed as percentage of control taken as 100%. Values
are means + SEM of 4-6 separate experiments. **p <0.01, ***p <0.001.
figure 7 Schematic model showing potential mechanisms responsible for the
antihypertensive effect of nitric oxide (NO) in the attenuation of
blood pressure.
NO-induced inhibition of NPR-C and GiŒ protein expression that resuit
in an augmentation of cAMP levels may be a potential mechanism
tbrough which NO induces vasorelaxation and thereby regulates blood
pressure. NO also exerts an antiproliferative effect through its ability to
decrease the activation of MAPK signaling and it may be possible that
NO-evoked decreased activation of MAPK may be responsible for the
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Les études antérieures de notre laboratoire ont démontré que le traitement des rats avec
du L-NAME, un inhibiteur de la NOS. engendre l’augmentation de la pression artérielle
et de l’expression des protéines Gi mais atténue l’inhibition de l’AC stimulée par le
NPR-C dans les coeurs de rats traités au L-NAME (rats L-NAME) (157). Pour qu’une
atténuation de l’inhibition de l’AC soit observée, il faut que les composants de ce
système, soit le récepteur soit les protéines Gi, soient régulés négativement. Puisqu’une
augmentation de l’expression des protéines Gi a été observée dans les coeurs des rats L
NAME, l’atténuation de l’inhibition de l’AC suite à une stimulation du NPR-C ne peut
pas être causée par les protéines Gi. Le seul composant qui pourrait moduler l’AC dans
ces conditions est le récepteur dont la protéine NPR-C. En d’autres termes, la régulation
négative du NPR-C dans les rats L-NAME pourrait causer l’atténuation de l’inhibition
de l’AC malgré qu’une augmentation de l’expression des protéines Gi soit observée.
Pour cette raison nous émettons l’hypothèse que le NO exerce un effet modulateur sur le
NPR-C. La présente étude a donc été réaLisée dans le but de déterminer l’effet du NO
sur l’expression et la voie de signalisation de FAC du NPR-C dans les CMLV. Les
résultats de cette étude indiquent que le traitement des CMLV de type Al O avec du
SNAP, un donneur de NO, pour une période de 24 h induit la diminution de l’expression
du NPR-C, de GiŒ-2, de GiŒ-3 et abolit l’inhibition de l’AC induit par le NPR-C. Ces
observations corroborent aux anciens résultats de notre laboratoire qui montrent une
diminution de l’expression du NPR-C et de la signalisation de l’AC suite au traitement
des CMLV de type AlO avec du SNAP pendant 24 h (158). D’autre part, nos résultats
sont en désaccord avec certaines études in vivo qui documentent respectivement une
diminution de l’ARNm du NPR-C et une inhibition de l’AC dans les aortes thoraciques
et les coeurs de rats L-NAME (61,157). Selon ces observations, le traitement des CMLV
avec du SNAP aurait dû en théorie induire une augmentation de l’expression du NPR-C
et une inhibition accentuée de l’AC. Pourtant, nous avons observé le contraire, c’est-à
dire une diminution de l’expression et de la signalisation AC du NPR-C suite au
traitement des CMLV avec du SNAP. La divergence entre ces résultats peut être
attribuable aux différences dans la méthode et dans le type du traitement: une étude in
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vitro comparée à une étude in vivo, un traitement aigu comparé à un traitement
chronique (24 h de traitement vs. 4 semaines de traitement). Il se pourrait que la baisse
de l’ARNrn du NPR-C observée chez les rats L-NAME puisse être causée par
l’influence du système rénine-angiotensine, système dont l’activité est augmentée dans
les rats L-NAME, qui pourrait induire la baisse de l’expression du NPR-C. À cet égard,
il a été démontré par notre laboratoire que le traitement des rats L-NAME avec du
Losartan. un antagoniste du récepteur de type 1 de l’angiotensine, inverse l’atténuation
de l’inhibition de l’AC médiée par le NPR-C au niveau contrôle, suggérant ainsi
l’implication du système rénine-angiotensine dans la voie de signalisation du NPR-C
(159).
Pour établir si une corrélation temporelle existe entre la baisse de l’expression du NPR
C et la baisse des protéines GiŒ, une étude en fonction du temps de l’ordre de 2, 6, 8 et
24 h a été réalisée dans les CMLV de type AlO. Les résultats de cette analyse ont
démontré que le NO diminue l’expression du NPR-C après 2 h de traitement avec du
SNAP, alors que celle des protéines Gi ne diminue qu’après 6 h d’incubation. Ces
données montrent que le NO n’affecte pas simultanément l’expression de ces protéines
c’est-à-dire que l’expression du récepteur est diminuée en premier suivie par celle des
protéines Gi. La variation de l’expression de la protéine NPR-C après 2 h de traitement
au SNAP pourrait paraître surprenante sachant que l’altération de l’expression d’une
protéine par un agent exogêne ou endogène nécessite un minimum de quelques heures.
Par contre, il y a des études qui documentent que l’expression de certaines protéines
peut parfois être altérée après une courte période de traitement par un stimulus. À cet
égard, Li et al. a démontré que l’expression des protéines Gia-2 et Gicx-3 augmente
après 30 minutes et 1 h de traitement avec l’angiotensine 11(160). De plus, il a été
observé que l’expression du récepteur du «pÏatelet activatingfactor», une protéine de la
famille des RCPG, augmente après 2 h de traitement dans les tissus pancréatiques de
rats (161). Il est donc possible et probable que le SNAP puisse affecter l’expression de
la protéine NPR-C après 2 h de traitement.
Il est à mentionner que nous avons décidé d’évaluer la variation de l’expression des
protéines NPR-C et Gi sur une période de 24 h car même si le SNAP produit du NO
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immédiatement après solubilisation et qu’il possède une demi-vie courte de 5 h (162),
l’expression du NPR-C ou des protéines GiŒ ne peut pas être modulée après quelques
minutes. De plus, l’activation des voies de signalisation par le NO n’est pas instantanée
comme la production du NO par le SNAP. En d’autres termes, même si le SNAP produit
du NO en quelques minutes et peut modifier l’activation de certaines kinases dans une
courte période de temps (minutes), le NO ne peut pas activer ou inhiber la transcription
et la traduction d’une protéine dans 1-2 minutes. L’effet du NO sur l’expression d’une
protéine peut être observé qu’après un certain délai et il n’est donc pas instantané. En
d’autres tenEnes, le NO qui a été relâché par le SNAP après 30 minutes d’incubation
pourrait entraîner des effets intracellulaires qu’après quelques heures.
L’expression d’une protéine dépend à la fois de la régulation transcriptionnelle et
traductionnelle mais aussi du phénomène de la dégradation protéique. Il est donc
possible que la diminution de l’expression du NPR-C observée après 2 h soit causée par
une régulation négative de la transcription, de la traduction ou par une dégradation
protéasomale. À cet égard, il a été démontré que le NO active la dégradation
protéasomale dans les cellules endothéliales (163). Par ailleurs, certaines études
montrent que le NO inhibe la voie d’activation du protéasome dans les CMLV et les
macrophages (161,165). Bien que nous soyons convaincus que la régulation négative du
NPR-C par le NO suivant 2 h d’incubation des CMLV au SNAP soit due à une
diminution de l’expression du NPR-C, il serait toutefois intéressant d’investiguer le
mécanisme par lequel le NO induit la baisse de l’expression de cette protéine après 2 h.
En d’autres termes, est-ce que le NO engendre la diminution de l’expression du NPR-C
en inhibant la traduction, la transcription ou en activant la voie du protéasome? La
réponse à cette question n’est pas encore claire et nécessite des études ultérieures.
Il est toutefois intéressant de mentionner que malgré la diminution de l’expression du
NPR-C après 2 h d’incubation des CMLV de type AlO en présence de SNAP,
l’inhibition de l’AC induite par le NPR-C n’était pas affectée. En d’autres termes, la
baisse de l’expression du récepteur n’a pas influencé la fonction de cette protéine: le
NPR-C a inhibé la production de l’AMPc comme dans les cellules témoin. Il se pourrait
que la baisse du niveau de l’AMPc observée après 2 h d’incubation des CMLV de type
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AlO au SNAP puisse être responsable de la diminution des protéines Gi observée après
6 h de traitement. À cet effet, il a été démontré que l’exposition des adipocytes au N6-
phenylisopropyladenosine, un agoniste du récepteur adénosine de type I inhibant la
production d’AMPc, diminuait les niveaux des protéines Gi (166).
Nous avons également démontré une corrélation entre l’expression du NPR-C et
l’activité AC de ce récepteur après 24 h de traitement des CMLV de type AlO avec du
SNAP. La baisse de l’expression du NPR-C après 24 h de traitement avec du SNAP
était accompagnée d’une diminution de l’inhibition de l’AC. Cette relation entre la
baisse de l’expression du NPR-C et l’atténuation de l’inhibition de l’AC par le NO était
par contre absente après 2 h, ce qui pourrait être une conséquence de l’expression non
altérée des protéines Gi après cette période de temps. Ainsi, il se pourrait que les
protéines Gi aient compensé la baisse de l’expression du NPR-C en inhibant l’AC
comme dans les niveaux contrôles. Ces résultats indiquent que l’atténuation de
l’inhibition de l’AC induite par le NPR-C se déroule seulement lorsque les deux
composants de cette voie de signalisation, c’est-à-dire le NPR-C et les protéines Gi, sont
tous les deux régulés négativement. La baisse de l’expression du NPR-C n’est pas
suffisante pour entraîner une modification dans l’inhibition de l’activité de l’AC. Ce
concept est confirmé par les résultats de notre étude qui démontrent une diminution de
l’inhibition de l’AC seulement lorsqu’une diminution simultanée de l’expression des
protéines GiŒ et du NPR-C est observée après 24 h. Ces observations sont en accord
avec des données précédentes de notre laboratoire qui ont indiqué que l’effet cumulatif
de la diminution des protéines Gi et de la densité du NPR-C suite au traitement des
CMLV avec du C-ANP423 pendant 24 h, est responsable de la baisse de l’inhibition de
FAC (53).
Pour identifier si le NO altère l’expression de la protéine NPR-C par l’intermédiaire de
mécanismes impliquant la GMPc/PKG. les CMLV de type AlO ont été incubées avec du
SNAP en présence ou en absence de l’inhibiteur de la GCs, l’ODQ. Nos résultats
démontrent que l’ODQ n’a pas inversé la diminution de l’expression du NPR-C au
niveau témoin, suggérant que la diminution de l’expression du NPR-C par le SNAP ne
dépend pas d’un mécanisme GMPc-dépendant mais ferait intervenir d’autres
$8
mécanismes moléculaires. L’ODQ est considéré comme un inhibiteur sélectif de la GCs
par plusieurs chercheurs (167 168) néanmoins, certains auteurs démontrent le contraire
car il a été observé que l’ODQ peut réagir avec des hémoprotéines autres que la GCs
(169). Pour assurer l’exactitude de nos résultats, nous avons incubé les CMLV de type
AlO avec un inhibiteur de la PKG, le KT5$23. Le traitement des CMLV au SNAP en
présence de KT5$23 n’a pas inversé la diminution de l’expression du NPR-C. Même si
certains auteurs ne sont pas convaincus de la sélectivité de l’ODQ ou du K15 823 (170),
les résultats obtenus par le traitement des CMLV avec ces deux inhibiteurs sont
similaires et appuient notre conclusion qui suggère que le NO module l’expression de la
protéine NPR-C par l’intermédiaire de mécanismes indépendants de la GMPc. À cet
égard, bien que le mode classique de signalisation du NO soit celui de la GMPc/PKG, il
a été cependant démontré que le NO régule un ensemble de fonctions physiologiques
comme l’inhibition de l’apoptose, l’inhibition de l’agrégation plaquettaire et la
vasorelaxation par l’intermédiaire de mécanismes GMPc-indépendants (171). De plus,
puisque le NO peut médier certains de ses actions via le peroxynitrite, nous avons
évalué si le peroxynitrite formé par l’intéraction du NO et de l’anion superoxyde est
responsable de Faltération de l’expression du NPR-C par le SNAP. Nos résultats
indiquent que le MnTBAP, un chélateur sélectif de l’anion superoxyde, n’a pu
influencer la diminution de l’expression de la protéine NPR-C et suggèrent qtie le
peroxynitrite n’est pas impliqué dans la diminution de l’expression du NPR-C par le
SNAP.
Il a été auparavant démontré par notre laboratoire que la voie des MAPK est impliquée
dans la régulation de l’expression des protéines Gi stimulée par l’angiotensine II dans
les CMLV de type AlO (172). Afin de déterminer si cette voie de signalisation est aussi
impliquée dans la régulation de l’expression du NPR-C et des protéines GiŒ par le NO,
nous avons testé l’effet d’une augmentation de la production du NO par le SNAP sur le
degré de phosphorylation de ERK1/2, JNK et p38 suite à un traitement de 24 h. Les
résultats de cette analyse ont montré que le NO induit une diminution de la
phosphorylation de ERK1/2, JNK et p38 dans les CMLV suite à un traitement de 24 h
au SNAP. Nos observations sont en accord avec d’autres études qui montrent que le NO
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diminue le degré de phosphorylation de ERK1/2, INK et p38 dans divers types
cellulaires tels que dans les CMLV et les macrophages alvéolaires (173, 171). D’autre
part, nos résultats sont en désaccord avec quelques études qui attestent que le NO
stimule la phosphorylation des différentes MAPK dans divers types de cellules suite à
un traitement au SNAP (175,1 76). La non concordance entre ces résultats pourrait être
attribuée aux différences dans les lignées cellulaires (cellules endothéliales vs. CMLV)
et dans le temps de traitement (minutes vs. heures) puisqu’une concentration identique
de SNAP a été utilisée dans les deux études. Bien que nous n’ayons pas réalisé une
étude complète, nos résultats préliminaires nous permettent d’affirmer que même à des
temps courts de stimulation tel 2 h. la stimulation des CMLV par le SNAP na pas induit
l’activation de ERK. JNK et p38. Il est toutefois à noter que la diminution du NPR-C.
des protéines GiŒ et des MAPK induite par le NO n’est pas due au phénomène de la
toxicité cellulaire car la viabilité cellulaire évaluée par la technique d’exclusion au
trypan bleu est supérieure à 95%.
Nous avons également démontré que la diminution du degré de phosphorylation de
ERKI/2, INK et p38 induite par le NO n’implique ni les voies de signalisation
dépendantes de la GMPc ni la signalisation du peroxynitrite car l’ODQ, le K15823 ainsi
que le MnTBAP n’ont pas influencé la diminution de la phosphorylation des MAPK.
Nos résultats, qui illustrent que le NO module le degré d’activité des MAPK par un
mécanisme indépendant de la GMPc, sont en accord avec certaines études qui rapportent
que le NO peut agir par des mécanismes dépendants et indépendants de la GMPc pour
altérer l’activation de ERKÎ/2, INK et p38 (173,177). Certains rapports mentionnent
que le NO stimule le degré de phosphorylation des MAPK par l’intermédiaire de la
molécule du peroxynitrite (178) même si nos résultats ont clairement illustré le
contraire. La divergence entre ces résultats et nos observations vient possiblement des
différences dans les types cellulaires utilisés et dans les méthodes du traitement CMLV
vs. cellules PC 12, arrêt de la production endogène du peroxynitrite par un chélateur vs.
administration exogène du peroxynitrite (500 jiM), temps d’incubation de 5 minutes
(peroxynitrite) vs. incubation de 24 h (chélateur).
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En résumé, nous avons démontré que le NO diminue l’expression des protéines NPR-C.
GiŒ-2, GiŒ-3 ainsi que le degré de phosphorylation des MAPK par l’intermédiaire de
mécanismes GMPc-indépendant. Il se pourrait que la diminution du degré d’activation
des MAPK induite par le NO soit responsable de la baisse de l’expression du NPR-C et
des protéines Gi. À cet égard, les études précédentes de notre laboratoire ont démontré
l’implication de la voie de signalisation des MAPK et de la phosphoinositol-3-kinase
(PI3K) dans le contrôle de l’expression des protéines Gi suite à la stimulation des
CMLV par l’angiotensine 11(172). Néanmoins, nous avons démontré que la voie de la
PI3K n’est pas impliquée dans la modulation de l’expression du NPR-C par le NO dans
les CMLV de type AlO (résultats non publiés). De plus, nous avons également montré
que l’incubation des CMLV au SNAP pour 2 h diminue les taux de phosphorylation des
MAPK (résultats non publiés). Cette diminution de l’activité des MAPK pourrait
possiblement être responsable de la diminution de l’expression de la protéine NPR-C
après 2 h. À la lumière de ces observations, nous suggérons que la diminution du degré
d’activation des MAPK ainsi que l’inhibition de l’expression du NPR-C et de GiŒ qui
résulteraient en une augmentation des niveaux d’AMPc représentent deux mécanismes
potentiels par lesquels le NO pourrait réguler les phénomènes de vasorelaxation et de
prolifération cellulaire et par conséquent, maintenir la balance de la pression artérielle
(Chapitre 2, Figure 7).
Il a été auparavant démontré que la diminution de l’ARNm du récepteur muscarinique
de type 2, un RCPG couplé aux protéines Gi, engendre l’augmentation de l’AMPc
intracellulaire dans des cellules pulmonaires humaines embryonnaires (HEL299) (179).
Une élévation des niveaux d’AMPc s’accompagne en théorie par une augmentation de
l’hydrolyse de l’AMPc par les phosphodiestérases (PDE). À cet égard, une
augmentation de l’activité des PDE a été démontré dans les adénomes produisant des
hauts niveaux d’AMPc (180). Pour que le NO puisse induire la vasorelaxation via
l’inhibition de l’expression du NPR-C et de Giux, il faudrait en principe que le NO
inhibe l’hydrolyse de l’AMPc par les PDE. À cet effet, il a déjà été démontré que le NO
bloque l’activité des PDE 3 dans les CMLV aortiques (18]). D’autre part, une
augmentation de l’expression protéique de la PDE 4B par le NO a été observée dans les
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CMLV pulmonaires (182). Il serait par conséquent intéressant de tester dans nos
conditions expérimentales l’effet du NO sur les PDE spécifiques à l’AMPc, les PDE 3.
4, 7 et 8, dans les CMLV. Cette analyse permettrait d’identifier si l’inhibition de la voie
du NPR-C conduirait effectivement à une augmentation des niveaux d’AMPc
intracellulaire dans les CMLV. Si les résultats révèlent que le NO inhibe l’activité des
PDE spécifiques à l’AMPc, cela indique que le NO médie la vasorelaxation non
seulement par l’inhibition de l’expression du NPR-C et des protéines Gia mais aussi par
l’augmentation des niveaux d’ AMPc intracellulaires.
Si nous extrapolons nos résultats à l’échelle in vivo, le NO produit par les cellules
endothéliales diffuse vers les CMLV et induit une diminution de l’expression des
protéines NPR-C et Gic des CMLV. La régulation négative de ces protéines engendre à
leur tour l’augmentation de la production et de la concentration d’AMPc et par
conséquent, la hausse de l’activation des PKA. De plus, puisque la diminution de
l’expression du NPR-C entraîne la suractivation du NPR-A, la baisse de l’expression du
NPR-C par le NO va par conséquent induire l’activation du NPR-A. L’augmentation de
l’activité de ce dernier stimule à son tour la production du messager second de la GMPc
et l’activation des PKG. L’activation globale des PKA et des PKG par le NO conduirait
à la vasorelaxation et donc à la baisse de la pression artérielle (Chapitre 3, figttre 1).
Suivant la même logique, une déficience en NO contribuerait à maintenir une expression
élevée des protéines du NPR-C et de GiŒ et par conséquent, à la hausse du processus de
vasoconstriction et de la pression artérielle (Cliapitre 3, figure 1). Puisque une relation
existe entre le NPR-A et le NPR-C, la hausse de l’expression du NPR-C engendrerait la
régulation négative du NPR-A. des PKG et en conséquence, induirait l’augmentation de
la pression artérielle. Les études précédentes de notre laboratoire ont démontré que le
traitement des rats avec du L-NAME. un inhibiteur de la NOS, engendre l’augmentation
de la pression artérielle, l’expression des protéines Gio mais induit l’atténuation de
l’inhibition de l’AC stimulée par le NPR-C (ïhapitre 3, figure 1) (157). L’atténuation
observée dans les rats L-NAME pourrait être due à la régulation négative du NPR-C. En
se basant sur les résultats de cette étude, la hausse de la concentration du NO devrait
théoriquement conduire à une inhibition accentuée de l’AC, la régulation positive du
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NPR-C et la diminution de l’expression des protéines Gi. Nos résultats in vitro prouvent
par contre le contraire: une atténuation de l’inhibition de l’AC par le NPR-C ainsi que
la régulation négative du NPR-C. Cependant, il faut tenir compte que dans les études in
vivo. l’intéraction des systèmes physiologiques peut générer des réponses différentes de
celles in vitro. Il serait par conséquent intéressant de mesurer directement l’expression
du NPR-C dans les rats L-NAME et de comparer les résultats aux observations de la
présente étude.
L-Arginine —
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Figure 1. Schéma récapitulatif de l’effet du 1V6-nitro-L-arginine methyl ester (L
NAME) et du monoxyde d’azote (NO) sur le récepteur natriurétique de type C
(NPR-C), les protéines GiŒ et de l’interrelation entre le NPR-C et le récepteur
natriurétique de type A (NPR-A). Abréviations: AMfc, adénosine monophosphate cyclique;
GMPc, guanosine monophosphate cyclique, NO, monoxyde d’azote; PK4, protéine kinase dépendante de
t ‘AMPc; PKG, protéine kinase dépendante de la GMPc.
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Pour conclure, la régulation négative du NPR-C et des protéines Gi par le NO représente un
mécanisme moléculaire bénéfique par lequel le NO peut réguler la pression artérielle en
conditions physiologiques. Dautre part, en conditions pathologiques telle l’hypertension où
le système NPR-C/AC est suractivé (24,61). l’apport exogène du NO sous forme de
traitement pourrait représenter un horizon thérapeutique efficace pour contrer F effet
vasoconstricteur de la voie du NPR-C.
PERSPECTIVES
Dans cette étude, nous avons démontré un lien potentiel entre la voie des MAPK et les
protéines NPR-C et Gi. Par contre, il reste encore plusieurs questions sans réponses.
Pour les prochaines étapes du cheminement de ce projet nous suggérons d’examiner
précisément le lien qui unit les MAPK au NPR-C et à Gi. Tout d’abord, le laboratoire
planifie de réaliser une étude en fontion du temps (10 mm, 30 mm, 1, 2, 6, 8. 24 h) du
degré de phosphorylation des MAPK suite à un traitement au SNAP. Cette analyse
permettra de comparer si la diminution de l’expression du NPR-C et de GiŒ concorde
avec la baisse du degré d’activation des MAPK. Si les résultats révèlent que le degré
d’activation des MAPK diminue en même temps ou précède la diminution de
l’expression des protéines NPR-C et de GiŒ, cela implique que les MAPK pourraient
être responsables de l’altération de l’expression du NPR-C et de GiŒ par le SNAP. De
plus, jusqu’à présent, nous ne connaissons pas si le NO agit directement sur les protéines
de la voie des MAPK ou s’il modifie indirectement l’action de ces dernières en faisant
intervenir d’autres protéines cytoplasmiques ou nucléaires. En d’autres termes, il n’est
pas connu si le NO inhibe la phosphorylation des MAPK en bloquant directement les
sites de phosphorylation de ERK1/2, JNK et p38 par nitrosylation des résidus cystéine
ou en affectant l’activité des protéines en amont des MAPK. telles que Ras/Raf-1,
MEKI/2, MEK4/7, MEK3/6. De plus. puisque le NO affecte de façon comparable
l’activation de ERK, JNK et p38, il est très probable que le NO inhibe la voie des
MAPK en inhibant les protéines en amont de ERK, JNK et p38. Pour vérifier cette
hypothèse il faudrait tester l’effet du NO sur le degré de phosphorylation de Ras/Raf-l,
MEKI/2, MEK4/7, MEK3/6. Par la suite, pour prouver que la signalisation des MAPK
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est impliquée dans la modulation de l’expression du NPR-C et de GiŒ par le NO, il
faudrait incuber les CMLV avec les inhibiteurs de MEK1/2, MEK4/7. MEK3/6 en
absence ou en présence du SNAP. Cette étude permettra de déterminer si toutes les
voies des MAPK c’est-à-dire ERK, JNK et p38. sont impliquées dans la modulation de
l’expression du NPR-C et de GiŒ par le NO et de corroborer les observations de la
présente étude. Si les données révèlent que la voie des MAPK est impliquée dans la
régulation de l’expression des protéines NPR-C et GiŒ, nous suggérons d’investiguer les
facteurs nucléaires impliqués dans le contrôle de l’expression de ces protéines. Si
toutefois les résultats indiquent que les MAPK ne sont pas les éléments clés de la
régulation de l’expression de ces protéines, il reste à découvrir le mécanisme par lequel
le NO régule l’expression du NPR-C et de GiŒ.
Ensuite, pour démontrer si la voie du protéasorne est impliquée dans la modulation de
l’expression du NPR-C. des CMLV seront incubées avec du SNAP (2 h) en présence ou
en absence de l’inhibiteur des protéasornes. la lactacystine (183). Si les résultats
montrent que la diminution de l’expression du NPR-C n’est pas affectée par la
lactacystine. cela implique que la régulation négative du NPR-C par le NO à 2 h se fait à
l’échelle de l’expression et non de la dégradation protéique. Il serait également pertinent
d’investiguer si le NO affecte l’expression du NPR-C et des Gi uniquement au niveau de
la synthèse protéique (traduction des ARNm) et/ou si la quantité d’ARNm codant pour
ces derniers est aussi altérée par le NO. Pour évaluer cet aspect du projet, la technique
de Northem Blot doit être exécutée afin de voir l’effet du NO sur la production
d’ARNm du NPR-C et des protéines GiŒ. En dernier lieu, nous planifions de vérifier
l’effet du NO sur l’expression du NPR-C en mesurant directement l’expression
protéique du NPR-C par immunobuvardage et la quantité d’ARNm par Northern Blot
dans des homogénats isolés de coeur de rats traités au L-NAME (étude in vivo).
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CONCLUSION
Nous avons démontré que le traitement des CMLV de type AlO avec du SNAP, un donneur
de NO, a diminué l’expression des protéines NPR-C, GiŒ-2 et GiŒ-3 ainsi que l’activation
de ERKI/2, JNK et p38. Dc plus, l’ODQ, l’inhibiteur dc la GCs, et le KT5823, l’inhibiteur
des PKG, n’ont pas normalisé l’expression du NPR-C et le degré de phosphorylation des
MAPK au niveau basal, suggérant que le NO régule l’expression et l’activité de ces
protéines via un mécanisme indépendant de la GMPc. De même, le MnTBAP, un chélateur
du peroxynitrite, n’a pas influencé la diminution de l’expression du NPR-C et de l’activité
des MAPK par le SNAP, suggérant que le peroxynitrite n’est pas impliqué dans l’inhibition
de l’expression du NPR-C et de la phosphorylation des MAPK par le SNAP. En conclusion,
la régulation négative du NPR-C et des protéines Gi par le NO, qui résulterait en une
augmentation des niveaux intracellulaires d’AMPc pourrait représenter un mécanisme
additionnel par lequel le NO régule la pression artérielle.
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